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Resumen 
Las proteínas de unión a los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFBPs) 
constituyen uno de los blancos naturales de los IGFs con alto potencial farmacéutico 
para la regulación de su actividad. Este trabajo realizó una caracterización del sistema 
IGF, abarcando los niveles de expresión de IGFBPs y sus relaciones con los diferentes 
elementos del sistema. Se empleó la técnica de qPCR en la línea celular de cáncer de 
próstata PC-3 y en dos modelos silenciados para IGF-IR o IGF-IIR de esta misma línea. 
Los resultados permitieron establecer la presencia de un mecanismo de regulación de 
los niveles de transcripción de IGFBPs, que involucra a receptores y ligandos del 
sistema. Se identificó al IGF-IIR como actor relevante en la biología del cáncer afectando 
invasión y proliferación celular, así como la normal expresión de IGFBPs. Finalmente, se 
reconoció a las integrinas como nuevos actores en la modulación de las IGFBPs lo que 
las relaciona a un nivel diferente en la interacción con el sistema IGF. 
 
 
 
Palabras clave: factores de crecimietnos similares a la insulina, proteínas de unión 
a los IGFs, cáncer de prósta, invasión, integrinas.  
 
 
Abstract 
Insulin-like growthfactors binding proteins (IGFBPs) constitute one of the natural targets 
of IGFs with high pharmaceutical potential for regulating their activity. This work carried 
out a characterization of the IGF system, comprising the expression levels of IGFBPs and 
their relationships with the elements of the system. The technique of qPCR was used in 
the cell line of prostate cancer PC-3 and two models silenced for IGF-IR or IGF-IIR in the 
same cell line. The results indicate the presence of a regulative mechanism of transcript 
levels of IGFBPs, involving receptors and ligands of the system. It was identified the IGF-
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IIR as a relevant actor in cancer biology affecting cellular invasion and proliferation as 
well as normal expression of IGFBPs. Finally, integrins were recognized as new actors in 
the modulation of IGFBPs that relates to a different level of interaction with the IGF 
system. 
 
 
 
Keywords: Insulin-Like Growth Factors, Insulin-Like Growth Factor Binding 
Proteins, Prostatic Neoplasms, invasion, integrins.  
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 Introducción 
El cáncer de próstata (PCa) es considerado un tumor hormona-dependiente, donde las 
células malignas expresan el receptor de andrógenos (AR) y necesitan la presencia de 
andrógenos para sobrevivir. Por esa razón, la supresión de andrógenos es la terapia 
estándar de primera línea para enfermedades metastásicas. Casi todos los pacientes 
inicialmente responden a la terapia hormonal, pero la mayoría de ellos gradualmente 
desarrolla resistencia y la enfermedad progresa a pesar de la ausencia de andrógenos 
[1]. La patología molecular del cáncer de próstata es compleja y las vías y defectos 
moleculares adquiridos responsables de la iniciación, desarrollo y progresión son aún 
ampliamente desconocidos. No obstante, la necesidad de desarrollar blancos tumorales 
dirigidos al control de las características proliferativas y metastásicas del tumor ha ido 
surgiendo. 
  
Dentro de los blancos estudiados se encuentra el bloqueo de miembros del sistema IGF, 
los cuales han sido por más de una década relacionados con cáncer puesto que ejercen 
funciones relacionadas con la progresión del ciclo celular, efectos anti-apoptóticos y la 
promoción de la migración e invasión celular. Este sistema está constituido por los 
ligandos IGF-I, IGF-II e insulina, sus receptores IGF-IR, IGF-IIR e IR y seis proteínas de 
unión a los IGFs (IGFBPs) que modulan la biodisponibilidad de los ligandos. El receptor 
de IGF-I, principal mediador de las acciones de los IGFs, ha sido uno de los más 
estudiados y actualmente se han desarrollado inhibidores tirosina quinasa (TKIs) y 
anticuerpos monoclonales dirigidos a bloquear este receptor; sin embargo su alta 
homología con el receptor de insulina y sus efectos tóxicos ha conducido a la búsqueda 
de alternativas dentro del sistema como es el bloqueo de los factores de crecimiento 
similares a la insulina (IGFs) [2]. Actualmente, aunque hay un limitado desarrollo de 
terapias de anticuerpos dirigidos contra los IGFs, existe un interés en el empleo de las 
IGFBPs como blancos naturales para estos; no obstante se desconoce a la fecha si 
algún tipo de toxicidad podría estar asociado a su uso terapéutico. Las proteínas de 
unión a los IGFs constituyen una clase única de proteínas capaces de unirse al IGF-I e 
2 Introducción
 
IGF-II con una afinidad más alta que la presentada hacia el IGF-IR y además no se unen 
a la insulina. El secuestro de los IGFs por las IGFBPs resulta en la mayoría de los casos 
en una reducida señalización del IGF-IR razón por la cual constituyen uno de los factores 
claves en la regulación de la actividad de los IGFs, actuando esencialmente como 
inhibidoras o potenciadoras de sus efectos. 
 
Es importante mencionar que aproximaciones de quimioprevención dada por muchos 
agentes tienen el potencial de sobre-regular la expresión de las IGFBPs. Como es el 
caso de la 1α,25-dihidroxivitamina D que incrementa la expresión de la IGFBP-3 y en la 
actualidad está siendo estudiada para su uso en cáncer colorectal y de próstata , sin 
tener en cuenta que las IGFBP-1 y -5 también son blancos de la 1α,25-dihidroxivitamina 
D [3]. Las IGFBPs son proteínas multifuncionales que además de modular la 
biodisponibilidad de los IGFs también pueden ejercer efectos propios no relacionados a 
los IGFs tanto mitogénicos como no mitogénicos que varían de acuerdo a la proteína de 
unión, al tejido y la expresión local de cada proteína de unión. Es decir que el uso de las 
IGFBPs en esta clase de aproximaciones podría generar contradicciones y su uso no 
analítico conllevar a consecuencias inesperadas e incluso opuestas, fomentado también 
por el estudio individualizado de cada IGFBP sin considerar el estado global de las 
demás proteínas de unión. Pocos estudios han sido realizados en relación a lo 
anteriormente mencionado y el desconocimiento generalizado de sus acciones y de sus 
mecanismos de regulación dificulta el avance en esta área ya que las relaciones entre 
IGFBPs y cáncer no son claras y en muchos casos contradictorias. 
 
Considerando estos vacios, la caracterización del sistema que abarque los niveles de 
expresión de las proteínas de unión en el modelo de estudio y sus relaciones con los 
diferentes elementos del sistema IGF, van a permitir comprender las asociaciones e inter-
relaciones que conducen a sus efectos. En consecuencia este proyecto brinda 
información básica de partida de gran utilidad en el significado biológico de las acciones 
de las IGFBPs y representa un punto clave en el uso analítico de estos reguladores; un 
aporte valioso en este campo que permitiría avanzar hacia el empleo de las IGFBPs 
como blancos terapéuticos naturales de los IGFs en PCa y por consiguiente en el control 
de procesos relevantes en la malignización celular. 
 
  
 
1. Marco teórico y estado del arte 
El cáncer es una de las enfermedades con mayor relevancia en el ámbito colombiano 
debido al incremento de su incidencia en los últimos años, aumentando su frecuencia 
desde 1998 hasta el 2002, constituyendo la tercera causa de muerte de acuerdo con los 
indicadores básicos, luego de las enfermedades cardiovasculares y la violencia (DANE, 
2000) [4]. De acuerdo a lo reportado por la Organización Panamericana de la Salud [5], 
en 2002, el cáncer de estómago fue la primera causa de muerte por tumores en ambos 
sexos (9,7 por 100.000); seguido por el cáncer de tráquea, bronquios y pulmón (7,2 por 
100.000) y las leucemias y linfomas (6,2 por 100.000). Al diferenciar por género se 
encuentra que el cáncer de próstata es la segunda causa de muerte por tumores entre 
hombres (4,7 por 100.000). Este tipo de cáncer ha mostrado un crecimiento preocupante 
en la tasa de mortalidad por cáncer en hombres, superando incluso hacia el 2002 la 
incidencia del cáncer de pulmón [6], de allí el interés en su estudio. 
1.1 Cáncer de próstata 
El cáncer de próstata es originado a partir de una glándula masculina ubicada debajo de 
la vejiga y al frente del recto, cuya función radica en la producción de parte del líquido 
seminal para la protección y manutención del esperma. Existen varios factores de riesgo 
que pueden conducir a la aparición de este tipo de cáncer, como la edad, raza, 
alimentación y antecedentes familiares. Su temprana detección es posible por medio de 
la medición sérica del antígeno prostático específico (PSA) en estados tempranos de 
desarrollo o por medio de un examen rectal, aunque este último presenta una menor 
eficacia. 
 
El adenocarcinoma prostático resulta ser una entidad clínicamente heterogénea,  con 
algunos carcinomas tempranos confinados a la próstata que siguen un curso clínico 
desapercibido, mientras que otros casos pueden conducir al desarrollo de una 
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enfermedad metastásica letal [7].  Dentro de las estrategias terapéuticas empleadas 
actualmente para su tratamiento, se encuentran la cirugía, radiación y terapias 
hormonales; las consecuencias adversas de las terapias a corto y largo plazo son de 
gran importancia e incluyen complicaciones urinarias y sexuales a largo plazo, resistencia 
a la insulina, diabetes, anemia y enfermedades cardiovasculares principalmente [8]. La 
castración quirúrgica permanece como el tratamiento estándar preferido para la 
modalidad de PCa avanzado. Sin embargo la terapia ablativa de andrógenos representa 
una de las últimas armas usadas para combatir PCa avanzado y metastásico. Casi 
uniformemente, la intervención hormonal falla, resultando en progresión a un estado 
resistente a castración (CR) o resistente a andrógenos. El hecho de que estas 
herramientas fallen para curar el cáncer de próstata avanzado muestra la importancia de 
la identificación de blancos moleculares para: 1) el tratamiento de PCa metastásico; 2) 
monitoreo de la progresión post-castración a CR en PCa; 3) el desarrollo de terapias 
dirigidas para la prevención de PCa CR y metastásico [9]; y 4) la identificación de blancos 
que permitan distinguir cánceres no agresivos de sus contrapartes agresivas para evitar 
un tratamiento excesivo que pueda conducir a una morbilidad significativa. En la 
actualidad se está tratando de identificar nuevas vías moleculares por las cuales se  
puedan distinguir PCa agresivos de los que no lo son, así como el descubrimiento de 
nuevos blancos para el tratamiento de carcinomas metastásicos [10].  
1.1.1 Papel de los andrógenos en PCa 
El gen del receptor de andrógenos (AR) está localizado en el cromosoma (Xq11-1) y es 
esencial para crecimiento y diferenciación de células de próstata y desarrollo y 
mantenimiento de órganos reproductivos masculinos. Pérdida de función de AR induce 
falta de desarrollo de la próstata o PCa. Las acciones de los andrógenos son mediadas 
por su unión al AR, el cual es un factor de transcripción ligando-dependiente 
perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares. Esta familia incluye receptores 
para hormonas esteroidales, tiroideas, ácido retinoico todo-trans y 9-cis, 1,25 dihidroxi-
vitamina D, receptores de ecdisona y el receptor del activador de proliferación de 
peroxisoma (PPARs). En ausencia de hormona (testosterona o su metabolito activo 
dihidrotestosterona (DHT)), el receptor se localiza en el citoplasma  asociado con 
complejos de proteínas de choque térmico (HSP), lo cual mantiene el AR en una 
conformación capaz de unirse a  la hormona y protege al receptor de la proteólisis. La 
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unión de la hormona favorece la disociación del complejo, dimerización del receptor y 
translocación nuclear. En el núcleo, AR se une a elementos específicos de respuesta a 
ADN y recluta una serie de complejos co-activadores que modifican la estructura de la 
cromatina, recluta la ARN polimerasa II e induce la transcripción [11]. 
 
Como ha sido revisado por Litvinov [12] la terapia de deprivación de andrógenos no es 
curativa debido a la acumulación de cambios moleculares induciendo ganancia de 
funciones que resultan en activación de nuevas vías dependientes de andrógenos pero 
sin requerir unión del ligando andrógeno a su receptor [13]. 
 
Cuando un tumor de próstata se vuelve independiente de andrógenos, múltiples vías 
celulares alternativas, algunas involucradas con AR  soportan el crecimiento de células 
tumorales. Estas vías alternativas incluyen: (a) amplificación del AR con hipersensibilidad 
a bajos niveles de DHT (Hipersensitive); (b) ampliación de la especificidad del AR a otras 
hormonas (Promiscuous); (c) activación del AR a través de la fosforilación por quinasas 
no-hormonas (Outlaw); (d) activación del crecimiento a través de vías independientes de 
AR (Bypass); y (e) repoblación del tumor a través de células progenitoras independientes 
de andrógenos (Lurker cells) [1, 14] (Fig. 1). 
 
La amplificación de los ARs es común en enfermedades dependientes de andrógenos y 
es probablemente secundaria tanto a la amplificación del gen como resultado de 
mutación a través de presión selectiva de un ambiente depletado de andrógenos, 
causando la muerte de células con menos ARs y la expansión clonal de células con más 
ARs [12, 15]. Métodos potenciales para marcar la activación continuada de ARs incluyen 
el desarrollo de mejores antiandrógenos que se unen competitivamente al AR, inhibiendo 
la dimerización y bloqueando la disociación de AR de la proteína de choque térmico 
Hsp90 usando geldamicina, alterando la degradación en proteosoma de AR, e inhibiendo 
cofactores de unión al AR [1]. La fosforilación y subsecuente activación del AR sin unión 
al ligando por factores de crecimiento desregulados y sus vías de transducción de 
señales cascada abajo, incluyendo IGFs, PDGF, EGF e IL-6, están siendo usados como 
blancos en pruebas clínicas empleando anticuerpos o inhibidores de quinasas [1]. 
 
Células de cáncer de próstata independientes de andrógenos frecuentemente sobre-
regulan moléculas anti-apoptóticas incluyendo Bcl-2, permitiéndoles superar su 
6 Estudio de IGFBPs e interacciones con el sistema IGF en PC-3
 
necesidad de andrógenos para el crecimiento y sobrevivencia celular [16, 17]. 
Inactivación del gen supresor de tumores PTEN con subsecuente activación de Akt es 
también un evento frecuente en células de PCa independientes de andrógenos [1].   
 
Aunque AR es un actor central en todas las fases de la carcinogénesis de próstata, un 
alto número de otras vías de señalización y sus interacciones con señalización de AR 
están también críticamente implicados en PCa, especialmente en estados avanzados. 
Estas vías incluyen señalización de: (1) receptores de factores de crecimiento como 
IGFs, EGFs, TNF-α; (2) MAPK; (3) citoquinas y (4) Wnt [18]. 
Estudios epidemiológicos a gran escala han sugerido que hay una correlación entre altos 
niveles en suero de IGF-I y bajos niveles de la proteína de unión IGFBP-3 e 
incrementado riesgo de desarrollar PCa [19, 20]. No obstante otros estudios han fallado 
en mostrar este efecto [21, 22]. A pesar de la necesidad de esclarecer estos hechos, 
gran cantidad de datos implican al sistema IGF en la modulación de la señalización de 
AR [18]. 
 
 
Figura 1. Posibles vías a independencia de andrógenos [14] 
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1.2  Sistema de factores de crecimiento similares a la 
insulina  
El sistema de factores de crecimiento similares a la insulina es una familia de proteínas 
con alta relevancia en la fisiología celular, constituida esencialmente por dos ligandos, el 
factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) y tipo II (IGF-II), los receptores de 
IGF-I (IGF-IR), IGF-II (IGF-IIR) e insulina (IR) y seis proteínas de unión de alta afinidad a 
los IGFs (IGFBPs). La actividad biológica de los IGFs circulantes está determinada por 
mecanismos que involucran un desplazamiento del complejo IGF-IGFBP por proteólisis 
de la proteína de unión, por lo tanto su actividad está dada por la expresión local y en 
circulación de IGFs, IGFBPs y proteasas. Estos elementos constituyen un sistema que 
establece múltiples interacciones entre sí, que puede actuar tanto sistémicamente como 
localmente y dependiendo del tejido o tipo celular pueden dar lugar a diferentes 
respuestas biológicas. 
 
El sistema IGF ha sido ampliamente involucrado en el desarrollo de diferentes tipos de 
cáncer y usualmente, la desregulación de alguno de sus miembros puede conllevar al 
desarrollo de cáncer. Los IGFs y sus receptores frecuentemente son sobre-expresados 
en ciertos tipos de cáncer incrementando el desarrollo del tumor [23]. En particular en 
PCa ha sido demostrado que juegan un papel crucial en su biología y están implicados 
tanto en eventos mitogénicos y como anti-apoptóticos en diferentes líneas celulares de 
PCa [24].  
1.2.1 IGF-I, IGF-II e insulina 
Los factores de crecimiento similares a la insulina son polipéptidos evolutivamente 
conservados [25], ampliamente reconocidos por sus acciones locales autocrinas o 
paracrinas en proliferación, diferenciación, migración y apoptosis [26]. Los IGFs juegan 
un papel importante en la renovación celular por lo que su acción está relacionada con la 
aparición de diferentes neoplasias, esto ha sido observado en modelos in vitro, in vivo y 
en variados estudios clínicos [23, 26]. Estudios prospectivos han brindado evidencia de la 
relación entre los niveles circulantes de IGF-I y riesgo de cáncer lo cual es observado en 
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cáncer de próstata, seno, colorectal y otros tipos de neoplasias, pero a pesar de ser un 
área activa de investigación hay limitada aplicación clínica hasta el presente [27]. 
 
El IGF-I y el IGF-II son polipéptidos que presentan una alta homología amino acídica que 
oscila entre el 60 y 70 % de similaridad entre sí y del 50% con la insulina [23], 
adicionalmente comparten características estructurales y sus conformaciones se 
asemejan a la de la pro-insulina [28]. Estos polipéptidos exhiben un bajo peso molecular 
de aproximadamente 7.5 KDa y ostentan entre 70 y 67 amino ácidos respectivamente 
[23]. Los IGFs presentan cinco dominios: B, C, A, D y E. Los dominios A y B son regiones 
de unión al receptor IGF-IR y comparten un 50% de similaridad en secuencia con las 
cadenas A y B de la insulina [29]; el dominio C, determina la afinidad hacia el IGF-IR, une 
los dominios A y B y es el análogo al C-péptido conector en la pro-insulina; el dominio D 
determina la afinidad del IGF-II pero no la del IGF-I por el receptor y está ausente en la 
insulina; y el dominio E es una región C-terminal que es clivada antes de la secreción 
[23]. 
 
La estructura tridimensional del IGF-I e IGF-II ha sido determinada tanto por 
espectroscopia NMR y cristalografía de rayos X [30]. Los dominios A y B son similares a 
los observados en la estructura de la insulina. Este tiene tres α-hélices, una en el dominio 
B y dos dentro del dominio A.  Estos ligando son plegados en una estructura terciaria la 
cual es mantenida junta por tres puentes disulfuro intra-moleculares que se encuentran 
en la misma disposición que en la insulina [31].  
 
La insulina es la principal hormona reguladora del metabolismo intermediario. El principal 
factor que controla su síntesis y  secreción es la concentración de glucosa en la sangre 
[32]. Otros estímulos que inducen su liberación son los ácidos grasos, amino ácidos y 
hormonas gastrointestinales [32]. La insulina circula en la sangre principalmente como un 
monómero que consiste de dos cadenas peptídicas, la cadena-A y -B de 21 y 30 amino 
ácidos respectivamente [33].  
 
La hormona de crecimiento (GH) estimula la síntesis de IGF-I en el hígado y en otros 
órganos y tejidos, en contraste con la insulina que circula libremente en el torrente 
sanguíneo, los IGFs circulan en complejos con las proteínas de unión a IGFs. Los IGFs 
también pueden actuar de manera sistémica por mecanismos endocrinos ejerciendo 
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múltiples efectos en el metabolismo de la glucosa, grasas y proteínas. Aunque su 
actividad similar a la insulina es únicamente del 5% en teoría podrían contribuir 50 veces 
más que la insulina debido a su abundancia, pero esto no ocurre normalmente debido a 
la neutralización de su actividad por las IGFBPs [24]. El IGF-II sintetizado es 
independiente de la hormona de crecimiento y es usualmente expresado en feto y 
placenta primordialmente y es crucial para el desarrollo placental y el crecimiento fetal 
[34].  
 
Las respuestas celulares de los IGFs son el resultado de la estimulación de múltiples vías 
de señalización las cuales regulan la proliferación, diferenciación, migración y 
sobrevivencia celular. Las vías de señalización claves corriente abajo incluyen la proteína 
quinasa mitógeno activada (MAPK), quinasa regulada por señales extracelulares (ERK) y 
la fosfatifil inosítido-3-quinasa (PI3-K) y Akt (PKB) [34]. 
 
Por otra parte, mientras que los efectos metabólicos de la insulina y su receptor en el 
metabolismo de la glucosa han sido ampliamente reconocidos y estudiados, también ha 
sido reconocido por décadas que la insulina puede estimular la proliferación. Varia líneas 
de evidencia muestran que junto con los IGFs la insulina actuando vía IR regula también 
la biología del cáncer particularmente en cáncer de páncreas, hígado, seno, colorectal, 
tracto urinario y órganos reproductivos femeninos [35]. Ha sido postulado que la insulina 
aumenta la producción y actividad mitogénica de factores de crecimiento como los 
factores de crecimiento similares a la insulina y el factor de crecimiento epidermal 
conduciendo a una proliferación celular patológica. Aunque muchos autores no incluyen a 
la insulina dentro del sistema IGF, en esta oportunidad es preciso incluirla dadas sus 
propiedades mitogénicas y su estrecha relación con esta familia de factores. 
1.2.2 Receptores del sistema IGF 
Los efectos de los IGFs son mediados principalmente por medio del receptor de IGF-I e 
insulina y algunos reportes sugieren una posible mediación de las señales del IGF-II vía 
IGF-IIR [36], aunque necesitan ser soportados y tratados con mayor cuidado. El IGF-I y el 
IGF-II se unen a los diferentes receptores del sistema IGF con diferentes afinidades (Fig. 
2), lo que muestra que además de la similaridad estructural entre ligandos también existe 
una alta similaridad entre sus receptores generándose en algunos casos señalización 
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cruzada entre los dos sistemas [37] o señalizaciones propias de cada ligando y receptor 
[31, 38, 39]  
 
 
 
Figura 2. Ligandos y receptores del sistema IGF. Estructura de los receptores de 
insulina, IGF-I e IGF-II. La afinidad relativa de IGF-I, IGF-II e insulina para cada receptor 
difiere como indica el grosor de las flechas. Tomado de [40] 
 
El IGF-IR es una glicoproteína tetramérica con dos subunidades alfa extracelulares (α ~ 
135 kDa) de unión al ligando y dos subunidades beta transmembranales (β ~ 95 kDa)  
que presentan actividad tirosina quinasa [29], cada dímero alfa-beta se encuentra 
enlazado por medio de un puente disulfuro estabilizando la estructura. Los ligandos al 
unirse al IGF-IR causan una transfosforilación de una subunidad β a la otra, resultando 
en un cambio conformacional que permite el reclutamiento y fosforilación de proteínas 
adaptadoras de tipo IRS o SHC y estas su vez sirven como sitio de acople para otras 
moléculas señalizadoras iniciando la cascada de señalización celular de vías como la 
proteína fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)  y/o la vía activada por mitógenos (MAPK), 
vías relacionadas a procesos de proliferación, diferenciación y muerte celular [41]. El 
IGF-IR se une con mayor afinidad al IGF-I, sin embargo también puede interactuar con el 
IGF-II y en una muy baja proporción con insulina [24]. 
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El IR presenta una alta similaridad estructural y de secuencia con el IGF-IR [42], no 
obstante el IR se presenta en dos isoformas: IR isoforma A (IR-A) a la que le falta el exón 
11, e IR isoforma B (IR-B) incluyendo el exón 11 en la carboxilo terminal de la subunidad 
α (Fig. 3). El IR-A es expresado ubicuamente aunque predominantemente en tejidos 
fetales y cancerosos, mientras que IR-B es expresado primordialmente en hígado, 
musculo, tejido adiposo y riñones. Cada isoforma presenta diferencias en términos de 
activación, señalización del receptor y afinidad a los ligandos del sistema IGF. IR-A pero 
no IR-B tiene una alta afinidad por el IGF-II (aunque 4 veces más baja que para insulina) 
mientras que el IGF-I se une con baja afinidad (aproximadamente 30 veces más baja que 
para la insulina) [43]. El procesamiento del IR es un mecanismo conservado en 
mamíferos que es responsable de la especificidad de la señalización de insulina e IGF. 
De hecho, la regulación elevada de IR-A se asocia con una señalización metabólica 
disminuida de la insulina y una incrementada señalización de IGFs, mientras que sobre-
regulación de IR-B se asocia con señalización de insulina metabólicamente predominante 
[44]. 
 
 
Figura 3. Isoformas del receptor de insulina y afinidad por los ligandos del sistema 
IGF [45]. 
 
Ambas isoformas son co-expresadas en la mayoría de células formando homotetrámeros 
(IR-A/IR-A e IR-B/IR-B) y heterotetrámeros (IR-A/IR-B). Los heterotetrámeros IR-A/IR-B 
son capaces de responder a los estimulación con insulina, IGF-II e IGF-I aunque este 
último con una baja afinidad. En presencia de una expresión predominante de IR-A, los 
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IR-B son principalmente incorporados a heterotetrámeros generando más sitios de unión 
a insulina que se comportan como sitios de unión a IGF-II [44]. En células que expresan 
tanto IR como IGF-IR, hemireceptores de IR pueden heterodimerizarse con 
hemireceptores de IGF-IR, conduciendo a la formación de híbridos (Fig. 4) (Revisado de 
[44]). La heterodimerización de los dos receptores es debida al alto grado de homología 
entre IR e IGF-IR, entre 27% y 84% dependiendo de la región que es comparada [31]. La 
heterodimerización se cree que ocurre con una eficiencia similar a la homodimerización, 
por tanto la proporción de híbridos está en función de la fracción molar de cada receptor 
[46]. Las variables tetraméricas de isoformas IR y fracciones IGF-IR confieren diferentes 
preferencias de unión y diferentes capacidades de señalización que son ilustradas en la 
tabla 1.  
 
El desarrollo de blancos para el control del cáncer en el sistema IGF han sido dirigidas 
especialmente para marcar el IGF-IR. mAbs o TKIs han sido estudiados, sin embargo la 
inhibición de este sistema clave que es tan crucial para la fisiología normal  conlleva a 
efectos colaterales como la hiperglicemia y toxicidades [2].  Adicionalmente, los TKIs 
pueden también marcar al IR dada la homología estructural y en secuencia, 
especialmente en el dominio tirosina quinasa, de acuerdo a esto se puede esperar que 
los TKIs afecten la señalización del IR, resultando en estados diabetogénicos 
caracterizados por hiperglicemia, esto ha sido tratado administrando metformina [47]. Por 
otro lado, el receptor de insulina funcionalmente también aumenta la progresión del tumor 
y provee resistencia intrínseca a la terapia dirigida contra el IGF-IR [48]. Lo cual ha 
dificultado el progreso clínico en esta área de estudio, buscando alternativas dentro del 
sistema como los IGFs. 
 
Figura 4. Representación esquemática de HR-A y HR-B [45]. 
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 Homotetrámeros Heterotetrámeros 
Receptor  IR-B/IR-B IR-A/IR-A IGF-
IR/IGF-IR 
IR-B/IR-A IR-B/IGF-
IR 
IR-A/IGF-
IR 
Nombre IR-B IR-A IGF-IR HIR-AB HR-B HR-A 
Ligandos Insulina Insulina IGF-I Insulina IGF-I IGF-I 
  IGF-II IGF-II IGF-II IGF-II IGF-II 
      Insulina 
 
Tabla 1. Subtipos de receptores del sistema IGF en mamíferos. Variables 
tetraméricas de isoformas IR y fracciones IGF-IR confieren diferentes preferencias de 
unión y diferentes capacidades de señalización. Tomado y adaptado de Belfiori et al. 
2009 [44] . 
 
El IGF-IIR es estructuralmente distinto del receptor de IGF-I e insulina. Presenta más alta 
afinidad de unión por IGF-II que por IGF-I y no se une a la insulina. El receptor es una 
proteína integral de membrana tipo 1 y pertenece a la familia de las lectinas tipo-P 
consistiendo de una gran dominio N-terminal extra-citoplasmático de 2264-2269 residuos, 
una región transmembranal de 23 residuos y un corto dominio citoplasmático C-terminal 
de 163-164 residuos sin actividad catalítica intrínseca [40]. El dominio extracelular está 
compuesto de 15 repeticiones contiguas de aproximadamente 147 amino ácidos que 
muestran de 14-38% de identidad en secuencia amino-acídica que contienen distintos 
sitios de unión para ligandos con motivos Man-6-P en la red trans-golgi o en la superficie 
celular marcando estos ligandos a lisosoma por la vía endosomal [40]. Cada repetición 
contiene ocho cisteínas conservadas que forman puentes disulfuros intramoleculares que 
son necesarios para un apropiado plegamiento del receptor [30, 49]. Diecinueve 
potenciales sitios de glicosilación son distribuidos a través del dominio extra-
citoplasmatico, del cual al menos dos son utilizados en formar el receptor maduro de 275-
300 KDa. Otras modificaciones como fosforilación y palmitoilación también han sido 
reportadas  [40].  
 
El dominio citoplasmático del receptor contiene motivos importantes en la interacción con 
proteínas requeridas para el tráfico y fosforilación del receptor, como el motivo YSKV que 
media interacciones con  AP-1 y AP-2 asociadas a clatrina [49]. En adición, hay cuatro 
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regiones que son potenciales sustratos de proteínas quinasas, como la proteína quinasa 
C (PKC), proteína quinasa dependiente de AMPc y la caseína quinasas 1 y 2 [40] 
 
El IGF-IIR se recicla continuamente entre compartimientos intracelulares y la membrana 
plasmática y en estado de equilibrio es predominantemente localizado en la red trans-
Golgi y compartimientos endosomales y en una menor proporción en la superficie celular 
[40]. La interacción del IGF-II con su receptor está asociada principalmente con la 
internalización del IGF-II disminuyendo su disponibilidad y aumentando su degradación 
[24, 29], así como mediación en el tráfico de enzimas lisozomales, endocitosis y 
degradación lisosomal de ligandos extracelulares y una posible transducción de señales 
[28, 50]. En adición a IGF-II, el IGF-IIR se une a una gran numero de proteínas con M6P 
incluyendo enzimas lisosomales, la forma latente del TGF-β1 [51], pro-renina, proliferina, 
el factor inhibidor de leucemia (LIF), entre otros, resultando en la internalización y 
activación de pro-renina [52], activación de angiogénesis inducida por proliferina [53] y 
degradación del LIF [54]. Asimismo puede interactuar con ligandos que no contienen 
M6P como el acido retinoico (AR) [55]. El IGF-IIR también se une al receptor del 
activador de plasminógeno tipo uroquinasa (uPAR) independiente de Man-6-P y se 
piensa que esta unión está involucrada en la activación del TGF-β1 y en la internalización 
y degradación del complejo uPA/uPAR [56].  
1.2.3. IGFBPs 
Las proteínas de unión a los son IGFs son moléculas ricas en cisteína que regulan la 
biodisponibilidad de los factores de crecimiento similares a la insulina formando 
complejos ternarios o binarios en circulación, transportándolos, protegiéndolos de la 
degradación, aumentando su vida media y evitando la unión a destiempo con su receptor 
[25] y de manera local pueden tanto potenciar como inhibir la acción de los IGFs bajo 
diferentes estados de proteólisis, fosforilación y asociación con la superficie celular [57, 
58]. Los complejos IGF-IGFBP son desplazados principalmente por proteólisis de la 
proteína de unión por diferentes proteasas conduciendo a la liberación del factor de 
crecimiento y permitiendo que ejerzan su efecto. 
 
La regulación de los IGFs ha sido la primera y más estudiada función de las BPs, pero su 
actividad no está solo restringida a este aspecto, sino que pueden desempeñar otras 
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funciones independientes de los IGFs e interactuar con una variedad de moléculas 
intracelulares y de la superficie celular [57], por lo que son consideradas proteínas 
multifuncionales. En los últimos años se ha presentado recurrente y masiva evidencia de 
la acción de las IGFBPs independientemente de su actividad de regulación de los IGFs, 
esto ha despertado gran interés sobre el efecto en procesos normales del organismo así 
como en algunas patologías [59, 60] 
 Características Estructurales 
Las proteínas de unión a los IGFs conforman una familia de seis miembros, que ostentan 
una organización estructural común, con un peso molecular que oscila entre 24-45kDa 
[25] y entre 216-289 amino ácidos en la proteína madura y su forma precursora presenta 
un  péptido de señal secretoria de entre 20 y 39 amino ácidos [57]. Estas proteínas 
presentan en su estructura primaria tres dominios de aproximadamente la misma 
longitud: el amino (N) y carboxi (C) terminales muy conservados y el dominio central 
altamente variable denominado linker (L), adicionalmente, presentan otros subdominios o 
motivos funcionales que ayudan a diversificar sus acciones [57]. 
 
En las diferentes BPs se localizan 18 cisteínas en el dominio amino terminal, 
exceptuando la IGFBP-6 que tiene 16 [61], formando entre 6 y 5 puentes disulfuro 
intradominio respectivamente [57]. En el dominio N terminal se han reportado residuos de 
unión a los IGFs que  varían en afinidad dependiendo de la proteína de unión,  pero 
ningún otro subdominio ha sido reportado, aunque fragmentos proteolíticos del amino 
terminal de la IGFBP-3 causan inhibición de mitogénesis independiente de IGF, lo cual 
sugiere otro subdominio activo [62-64].  
 
El dominio C, también presenta puentes disulfuro intradominio, tres de los cuales están 
presentes en todas las BPs, así mismo también se encuentran residuos de unión a IGFs. 
Este dominio ha sido implicado en un amplio número de funciones e interactúa con una 
gran cantidad de proteínas y otras moléculas biológicamente significantes que pueden 
modular acciones dependientes de IGF o mediar acciones independientes de IGFs [65]. 
Entre los motivos funcionales encontrados hasta el momento se encuentra el dominio de 
unión a integrinas (RGD) Arg-Gly-Asp, el motivo de unión a heparina (HBD) que está 
involucrado con la interacción con otros ligandos como la subunidad acido labil (ALS), la 
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transferrina, el inhibidor del plasminógeno tipo I [57], adicionalmente algunas BPs 
contienen señales de localización nuclear (NLS) [66-68] y de motivos de unión a metales 
(MBD) [69].  
 
Los dominios N y C terminales están unidos por el dominio central L, el cual no presenta 
una organización estructural conservada entre BPs, no está involucrado directamente en 
la unión a IGFs y no contiene puentes disulfuro intradominio, exceptuando a la IGFBP-4 
[65]. Frecuentemente, los dominios L de IGFBPs individuales presentan sitios de 
modificación postraduccionales como proteólisis, glicosilación y fosforilación, modificando 
características como la estabilidad, susceptibilidad a proteólisis, asociación celular y vida 
media en circulación bajo glicosilación, o unión a IGF, unión a superficie celular, 
inhibición de apoptosis o susceptibilidad a proteólisis por fosforilación [65]. Sitios de unión 
secundarios para ALS y heparina son encontrados también en esta zona [70, 71]. 
 Papel de las IGFBPs en la regulación de los IGFs 
A nivel endocrino las proteínas de unión a los IGFs son reconocidas como proteínas 
transportadoras para los IGFs circulantes, distribuyéndolos a diferentes tejidos, 
determinando las concentraciones fisiológicas de los IGFs y evitando que ejerzan una 
actividad similar a la insulina [72]. Adicionalmente, facilitan el transporte de IGFs del 
espacio vascular a los tejidos blanco y aumentan su vida media en circulación por la 
formación de complejos ternarios o binarios [25]. La IGFBP-3 es la principal proteína de 
unión en circulación, seguida por la IGFBP-5, ambas pueden formar complejos ternarios 
IGF-IGFBP-ALS, incrementando el peso molecular para que el acceso al IGF en 
circulación sea limitado [72]. Estos complejos actúan como reservorios de IGFs y su 
liberación es determinada por la acción de proteasas, permitiendo el paso de IGFs de la 
vasculatura hacia los tejidos. Todas las demás proteínas de unión están presentes en 
circulación, pero se sugiere que en su forma libre o binaria salen rápidamente del torrente 
sanguíneo [57]. Hay poca información acerca de la exacta relación entre IGFBPs en 
circulación y en el  ambiente celular, pero parece que las IGFBPs pueden ser marcadas 
diferencialmente a diferentes tejidos dependiendo de su estructura primaria y sus 
modificaciones postraduccionales [57].  
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A nivel local pueden ejercer acciones paracrinas o autocrinas, modulando la actividad de 
los IGFs en tejidos blanco tanto potenciando como inhibiendo y en algunos casos 
efectuar funciones independientes de los IGFs (Tabla 2).  Las IGFBPs producidas 
localmente pueden también servir para acercar los IGFs a la superficie celular para 
acciones futuras [73]. IGFBP-4 e IGFBP-6 se han descrito consistentemente que 
cumplen un papel inhibitorio, mientras que  IGFBP-1, -2, -3 y -5 pueden tanto inhibir 
como potenciar las acciones de los IGFs dependiendo del tipo celular, método de 
administración y condiciones experimentales [25]. Ha sido ampliamente demostrado que 
las IGFBPs ejercen sus acciones inhibitorias por unión a los IGFs previniendo la unión 
del ligando a su receptor. Debido a que la afinidad de las IGFBPs por los IGFs es un 
orden de magnitud mayor que la afinidad del IGF-IR hacia los IGFs, muy poco IGF se 
une a su receptor en presencia de una concentración equimolar de receptor y proteína de 
unión [73]. Dado que la afinidad del IGF por la IGFBP es un factor determinante en la 
mediación del efecto inhibitorio de la BP, un número de condiciones que regulan esa 
afinidad, incluyendo fosforilación, proteólisis, formación de complejos con otras proteínas 
y unión a la MEC pueden influenciar la potencia de una IGFBP inhibitoria [73]. Entre los 
diferentes mecanismos de control el más estudiado ha sido la proteólisis, en ese aspecto 
se sabe que la proteólisis de la IGFBP reduce su afinidad por el IGF-I más de 100 veces 
en comparación con la BP intacta, pero la proteólisis parcial ejercida sobre las BPs no 
solo libera los IGFs, sino que los fragmentos producto de la proteólisis pueden retener 
cierta actividad biológica estimulatoria, inhibitoria o independiente de IGFs [74]. En 
relación a la actividad potenciadora de las IGFBPs se ha encontrado que IGFBP-1, -3 y -
5 pueden estimular la acción de los IGFs en una variedad de tipos celulares, 
dependiendo de las condiciones del cultivo, tipo celular, dosis de IGF y modificaciones 
post-traduccionales [73]. Existen varios mecanismos propuestos, entre ellos se encuentra 
el estado de fosforilación de la IGFBP-1, el cual modula su afinidad hacia el IGF-I y en un 
momento dado su actividad [75]. En cuanto a las IGFBP-3 e IGFPB-5 se ha propuesto 
que su asociación con la superficie celular o MEC reduce su afinidad por el IGF-I 
liberándolo de manera gradual y de esta forma evitando una regulación negativa del IGF-
IR, finalmente conduciendo a la potenciación de la señal [76]. Se ha sugerido que la 
asociación de la IGFBP-5 con la superficie celular puede incrementar la concentración 
local de IGFs en cercanías al IGF-IR [77]. 
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1.3. IGFBPs en Cáncer  
Las proteínas de unión a los IGFs han sido estudiadas como factores de riesgo negativos 
en cáncer debido a su papel modulador de las acciones de los IGFs, pero la complejidad 
del sistema ha llevado al descubrimiento de acciones no generalizadas para las IGFBPs 
y de cierta forma contradictorias, debido en parte a la convivencia de efectos 
dependientes e independientes de IGFs que varían dependiendo del tejido, de la proteína 
de unión y del diseño experimental. Las IGFBPs más estudiadas han sido IGFBP-3 y 
IGFBP-2. Recientes revisiones sistemáticas, estudios prospectivos  [78] y análisis de 
meta-regresión [79] han postulado la IGFBP-3 como posible marcador de riesgo en 
cáncer y correlaciona negativamente con riesgo en cáncer prostático, colorectal, de seno 
pre-menopáusico y de pulmón [80]. La IGFBP-3 presenta efectos inhibitorios en 
proliferación, adhesión, migración e invasión de células de cáncer de próstata, en 
presencia o en ausencia de IGF [81], sugiriendo mecanismos independientes de IGFs, 
que involucra probablemente la intervención de su recientemente revelado receptor 
(receptor TGF-β tipo V); no obstante, los mecanismos por los cuales ejercen estos 
efectos aún no han sido definidos. 
 
Varios reportes han encontrado una sobre-expresión de la IGFBP-2 en cáncer de 
próstata [60, 82, 83], razón por la cual ha ganado interés como candidata a molécula 
blanco para el desarrollo y progresión del cáncer de próstata y además puede tener la 
utilidad en exploraciones clínicas para la detección tanto de PCa avanzado e 
independiente de andrógenos, pero no para riesgo en tumor. La IGFBP-2 se ha 
encontrado incrementada especialmente en PCa independiente de andrógenos y se sabe 
que esos niveles son incrementados en el tiempo a medida que progresa la patología a 
ese estado [84]. Adicionalmente, la IGFBP-2 incrementa la proliferación [85] y modula 
negativamente la adhesión en PCa [86], por lo que en algunos estudios ha sido asociada 
con aumentada tumorigenicidad, pero por otro lado suprime el crecimiento normal de 
células epiteliales de próstata [60, 83] sugiriendo un cambio de función durante la 
transición de células normales a malignas [24, 83]. Aunque aún no es claro si la 
incrementada expresión de IGFBP-2 conlleva a progresión de PCa a independencia de 
andrógenos o si es una respuesta adaptativa a un ambiente libre de andrógenos [84]. En 
contraste con estos reportes, en otros tipos de cáncer la IGFBP-2 regula negativamente 
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el comportamiento maligno de las células y es un claro inhibidor de los efectos de lGFs 
de manera dependiente [87-89]. 
 
Proteína 
de 
unión 
Actividad 
IGF 
Sitio de producción Motivos Modificaciones 
IGFBP-1 
(25kDa) 
+ o – 
(I=II) 
Hígado, riñón,  decidua, 
fluido amniótico sinovial  
intersticial y seminal, 
suero, leche, orina. 
RGD Fosforilación (Ser)  
IGFBP-2 
(31kDa) 
+ o – 
(II>I) 
Hígado, adipocitos, Sis. 
Reproductivo, SNC, suero, 
leche, orina, fluido 
amniótico, sinovial  
intersticial y seminal.  
RGD 
HBD 
Unión 
ECM/superficie 
celular  
IGFBP-3 
(43-
45kDa) 
+ o – 
(I = II) 
Suero, leche, orina, fluido 
amniótico, CSF, intersticial 
sinovial y seminal  
HBD 
MDB 
NLS 
N-Glicosilación,  
Fosforilación, unión 
a ALS, 
ECM/superficie 
celular  
IGFBP-4 
(24kDa) 
- 
(I=II) 
Mayoría de fluidos 
biológicos, Hígado, Cs. 
Leyding, adrenales, tejido 
conectivo, embrión en 
desarrollo  
 Glicosilación  
2 cisteínas extras  
IGFBP-5 
(29 kDa) 
+ o – 
(II>I) 
Tejidos fetales, CSF, tejido 
conectivo, riñón, suero.  
HBD 
NLS 
O- Glicosilación  
Fosforilación, unión 
a ALS, 
ECM/superficie 
celular  
IGFBP-6 
(28-
30kDa) 
- 
(II>I) 
CSF, suero, Cs. Ovario, 
próstata, fibroblastos y 
otras  
HBD 
NLS 
O- Glicosilación  
 
Tabla 2. Características relevantes de las seis proteínas de unión a los IGFs 
 
La IGFBP-5 es sobre-expresada durante la diferenciación de varios linajes celulares y en 
algunos tipos de cáncer, entre ellos el cáncer pancreático donde se ha visto que afecta el 
ciclo celular y vías de sobrevivencia [90]. La IGFBP-5 es altamente sobre-regulada en 
tejidos prostáticos normales y malignos, no obstante se ha visto incrementada en ratones 
castrados y esto puede ser revertido in vitro por tratamiento con testosterona [91], 
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también su sobre-expresión induce proliferación (dependiente o independiente de IGFs) 
en células dependientes de andrógenos y en células epiteliales prostáticas [91, 92]. In 
vivo tumores que sobre-expresan IGFBP-5 progresan más rápido a independencia de 
andrógenos [92] por lo que autores sugieren un papel de esta proteína de unión en la 
progresión del PCa hacia independencia de andrógenos, sin embargo al igual que la 
IGFBP-2 no es claro su rol en estos procesos. En otros modelos celulares la IGFBP-5 ha 
sido postulada como supresora de tumores por inhibición de la angiogénesis [93] y al 
parecer sus efectos en funciones de migración y crecimiento celular están sujetos a la 
localización subcelular [94].  
 
Los estudios acerca de IGFBP-6 son limitados, pero se ha encontrado que puede 
promover la migración en rabdomiosarcoma (RD) y en cáncer de colon, al parecer por 
mecanismos independientes de IGFs. Aunque otros estudios sugieren efectos inhibitorios 
de proliferación en PCAa (incluso en células PCa independientes de andrógenos  PCA 
[95, 96], en RD [97], en células de neuroblastoma [98] y cáncer de colon [99]. Por otro 
lado se ha reportado que activa apoptosis en células no-pequeñas de cáncer de pulmón 
[100]. 
 
Entre las proteínas de unión a los IGFs menos exploradas en cáncer se encuentran la 
IGFBP-1 y -4. En los últimos años se ha encontrado que bajos niveles en plasma de 
IGFBP-1 predicen significativamente un riesgo incrementado en cáncer pancreático 
[101], aunque también se ha reportado un incremento en su expresión en pacientes con 
cáncer de hígado [102]. En PCa no se ha encontrado correlación de la IGFBP-1 con 
riesgo en PCa hasta el momento [20, 103], sin embargo aún falta profundizar en esta 
área de investigación, ya que hay estudios que indican que el ejercicio aumenta los 
niveles de IGFBP-1 y la apoptosis de células tumorales de próstata [104, 105]. 
 
En cuanto a la IGFBP-4, la mayoría de cánceres la expresan a niveles que se 
correlacionan con su estado de diferenciación, pero los efectos de la IGFBP-4 sobre el 
tumor son inciertos [106]. Las células de carcinoma de próstata expresan niveles 
importantes de IGFBP-4 y por mucho tiempo ha sido principalmente asociada con efectos 
inhibitorios de los IGFs. Se ha reportado que la inducción de su sobre-expresión reduce 
la proliferación inducida por IGF-I e in vivo disminuye el crecimiento del PCa [106]. En 
otros estudios se ha encontrado que la inhibición de su expresión empleando ADN 
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antisentido hace que la proliferación se torne más lenta y la formación de colonias resulta 
fuertemente inhibida [95]. A pesar de que es unas de las IGFBPs con resultados más 
consistentes no se ha enfocado ampliamente su estudio y su papel inhibitorio de los 
efectos de los IGFs debería ubicarla como uno de las blancos naturales dirigidos a IGFs 
más promisorios. 
 
En los últimos años las IGFBPs han sido abordadas como una nueva clase de productos 
naturales antagonistas de los IGFs. La prevalencia de toxicidad frente a  los anticuerpos 
monoclonales (mAbs) e inhibidores tirosina quinasa (TKIs) dirigidos a IGF-IR ha 
conducido a buscar estrategias para marcar sus ligandos IGF-I e IGF-II como opción 
disponible con el potencial de reducir las toxicidades. Junto a estas líneas, las IGFBPs 
son alternativas viables a mAbs dirigidos a ligandos del sistema IGF y son productos 
naturales, aunque se desconoce si su uso terapéutico puede estar asociado con 
toxicidad. Hasta la fecha, la única IGFBP aplicada terapéuticamente es la IGFBP-3, la 
cual está disponible para uso clínico tanto con un agente solo y en complejo con IGF-I 
como mecasermina rinfabato o iPLexTM [2]. El complejo formulado es diseñado para 
reducir los efectos adversos de tratamiento con IGF-IR, como hiperglicemia. También se 
ha buscado emplear agentes que sobre-regulen las IGFBPs, entre ellos está la vitamina 
D y diferentes retinoides, anti-estrógenos y TGF-β, flavonoides del té verde, extractos de 
uva, entre otros o en su defecto bloquear su proteólisis por la administración de 
inhibidores de proteasas [2]. No obstante, esta clase de aproximaciones no han tenido en 
cuenta los papeles duales que pueden tener las IGFBPs y sus agentes reguladores, el 
desconocimiento de sus papeles en cada tejido y el rol de cada IGFBP individual en un 
tipo de cáncer particular. 
 
Estudios previos desarrollados en el Grupo de Investigación en Hormonas han mostrado 
el fuerte papel de las IGFBPs en la modulación de los efectos de los IGFs en 
proliferación y migración celular en cáncer de próstata independiente de andrógenos 
(Figs. 5 y 6). En este modelo se observó que el análogo de IGF-I, Des(1-3) IGF-I que 
posee baja afinidad por las IGFBPs, promueve de manera significativa la proliferación y 
migración celular, poniendo de manifiesto el papel potencial que las proteínas de unión 
pueden ejercer, de manera directa o indirecta,  en el proceso de carcinogénesis 
prostática. 
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1.4. Otros sistemas moleculares relacionados con el 
sistema IGF 
Los IGFs promueven la progresión del ciclo celular e inhibición de la apoptosis y esto no 
solo puede darse por una interacción directa con los receptores del sistema IGF sino 
también de manera indirecta por intervención de otros sistemas moleculares, los cuales 
tienen un papel establecido en carcinogénesis y promoción del cáncer tales como las 
integrinas [107]. Las integrinas desarrollan un papel fundamental en adhesión y en 
eventos de señalización que conducen a crecimiento celular, diferenciación, 
sobrevivencia, migración, entre otros [108]. En varios estudios se ha descrito la 
cooperación de receptores de factores de crecimiento e integrinas que conducen a 
potenciar una respuesta biológica como la migración celular [109]. 
 
Figura 5. Proliferación celular en la línea celular PC-3. Células privadas de suero 
fueron  incubadas con IGF-I (10nM), IGF-II (10nM), Des-(1-3) IGF-I (10nM) y/o RGD 
(0,0018ug/ul) durante 48 horas. * indica tratamientos que significativamente 
incrementaron la proliferación en comparación con el control (p<0,05). 
 
*
*
* 
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Figura 6. Migración celular en línea celular PC-3. Células privadas de suero fueron  
sembradas en transwells de 8µm e incubadas con IGF-I (10nM), IGF-II (10nM), Des-(1-3) 
IGF-I (10nM) y/o RGD (0,0018ug/ul) durante 24 h. * indica tratamientos que 
significativamente incrementaron la invasión por encima del control (p<0,05).  
1.4.1 Integrinas 
Las integrinas son receptores de adhesión celular que desempeñan papeles importantes 
durante el desarrollo y en general en la fisiología celular, de allí su relevancia en 
diferentes procesos patológicos. Sus ligandos son grandes moléculas de la MEC que 
además de unirse a integrinas pueden unirse a otras proteínas de la MEC, factores de 
crecimiento, citoquinas, y proteasas de matriz [110]. Las integrinas son receptores 
heterodímericos compuestos de las subunidades α y β asociadas no covalentemente. En 
vertebrados, la familia está compuesta de 18 subunidades α y 8 subunidades β que 
pueden ensamblarse en 24 diferentes heterodímeros [111]. Las integrinas pueden ser 
agrupadas en subgrupos basado en su propiedad de unión a ligando o basado en la 
composición de sus subunidades (anexar tabla). Ambas subunidades no comparten 
homología alguna, pero diferentes subunidades α y diferentes subunidades β tienen 
similaridades entre ellas mismas [110]. 
 
*
*
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Tabla 3. Receptores integrinas y sus principales ligandos [112] 
 
En general, la subunidad α está compuesta de siete hojas β dispuestas como hélice que 
están conectadas con una extremidad, con un dominio calf-1 y calf-2, formando una 
estructura en forma de pierna que soporta la cabeza de la integrina. Las ultimas 3 o 4 
hojas de la cabeza contienen un dominio de unión a Ca2+ en el lado más bajo de las 
hojas lejos de la superficie de unión a ligando, pero la unión al Ca2+ si afecta 
alostéricamente la unión al ligando. Aunque algunas pueden presentar un dominio αI o A 
que tiene una cercana asociación entre quienes la presentan. La subunidad β contiene 
un dominio plexina-semaforina-integrina (PSI), un dominio hibrido, un dominio βI y cuatro 
repeticiones ricas en cisteína del factor de crecimiento epidermal (EGF) [111]. 
Generalmente, un existe exceso de subunidades β en la célula y la cantidad de 
subunidades α determina la cantidad de receptor que irá a la superficie no existen 
subunidades α y β libres en la superficie celular [110].  
 
En mamíferos, algunas integrinas son limitadas a ciertos tipos celulares o tejidos, otras 
son ampliamente distribuidas como la αVβ3, la cual es expresada en endotelios. Existen 
ciertos motivos de unión y activación de integrinas presentes en moléculas de la MEC 
que han sido identificados y que participan en procesos in vivo, entre ellos la secuencia 
RGD identificada originalmente en fibronectina y el tripeptido LDV en la VCAM-1. Este 
patrón de reconocimiento y activación parece ser conservado entre la mayoría de 
mamíferos estudiados[111]. 
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Bajo la unión de un ligando extracelular, la integrina genera una señal intracelular y 
viceversa, sus funciones pueden ser reguladas por señales dentro de la célula [113]. Las 
integrinas sirven como vínculos transmembrana entre contactos extracelulares y los 
microfilamentos de actina del citoesqueleto, cuyo comportamiento también regula y 
modula. Muchas proteínas diferentes en la cara citoplasmática como talina, vinculina, y 
ERM (ezrina, radixina, moesina) actúan como proteínas que conectan los dominios 
citoplasmáticos de la integrina con el citoesqueleto [111]. La interacción con el ligando 
dispara una gran variedad de señales de transducción que modulan comportamientos 
celulares como adhesión, proliferación, sobrevivencia, forma, polaridad, motilidad 
expresión de genes y diferenciación [113]. 
 
La deleción de genes individuales por knockout en ratones muestra que integrinas 
particulares juegan un papel en desarrollo (β1), vasculogénesis (αV), linfangiogenesis 
(α9β1), formación de trombos (αIIbβ3), la integridad de la piel (α6β4), respuesta inmune 
(β2), tumorogénesis y angiogénesis, aumentado sanado de heridas e inflamación (αVβ3) 
[111]. 
 
En adición, los receptores de factores de crecimiento son compañeros de las integrinas 
en el ensamblaje de la maquinaria de transducción. Incrementada evidencia indica que 
integrinas pueden cooperar con RPTKs (receptores de proteínas tirosina quinasa) en la 
transducción de señales proliferativas y en regular sobrevivencia, migración e invasión 
[108]. Los mecanismos involucrados en tales eventos incluyen activación dependiente de 
integrinas  de RPTKs, aumento de las señales de los factores de crecimiento, 
reclutamiento de importantes proteínas transductoras a membrana y aumento de 
translocación nuclear de reguladores transcripcionales [109]. 
 
Actualmente, existe una fuerte evidencia acerca de la asociación presente entre IGF-IR y 
la integrina αVβ3, los cuales han sido estudiados principalmente en células de músculo 
liso y en fibroblastos embriónicos de ratón donde las acciones estimuladas por IGF-I 
dependen de la activación de la integrina αVβ3 [114, 115]. Existen al menos dos 
mecanismos por los cuales la αVβ3 aumenta la señalización del IGF-IR. Liu et al. 
Sugieren una asociación entre la quinasa de adhesión focal (FAK) y la fosforilación del 
IGF-IR dependiente de FAK. En fibroblastos embrionicos de ratón FAK-/-, la fosforilación 
del IGF-IR es alterada en respuesta a IGF-I y la proliferación inducida por el IGF-I es 
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bloqueada, además se encontró que FAK interactúa directamente con el IGF-IR en 
lisados celulares, por tanto se piensa que la activación de la integrina αVβ3  conduce a la 
interacción de FAK con el IGF-IR  para modular sus acciones [115].  
 
Un segundo mecanismo de regulación involucra la fosfatasa de tirosina SHP-2. En 
ausencia de activación de la αVβ3 la SHP-2 se une al IGF-IR y lo desfosforila en minutos 
de estimulación con IGF-I regulando negativamente la señalización del IGF-IR [116]. La 
interacción de la αVβ3 con fibronectina o vitronectina induce una interacción de la 
subunidad β3 con la SHP-2, secuestrando la fosfatasa y prolongando la señalización del 
IGF-IR, subsecuentemente la SHP-2 es transferida de la β3 a el SHP-2 sustrato 1 
(SHPS-1), una proteína transmembranal que es fosforilada por IGF-IR en manera 
dependiente de la proteína asociada a la integrina [117, 118]. Finalmente, la unión de 
SHP-2 a SHPS-1 induce el ensamblaje de un modulo de señalización para activar las 
vías MAPK y PI3K [119].Interesantemente, la desfosforilacion del IGF-IR en células 
pancreáticas humanas es prevenida por fibronectina pero no por vitronectina indicando 
un comportamiento diferencial dependiendo del tipo celular y ligando de la integrina [120]. 
 
En PCa existen pocos trabajos que aborden esta relación, no obstante Goel et al. han 
mostrado que regulación negativa de la integrina β1a por siRNA oligonucleótidos resulta 
en la inhibición de la proliferación celular y crecimiento independiente de anclaje mediada 
por el IGF-IR. Adicionalmente la isoforma β1a tiene la habilidad de modular la 
localización del IGF-IR en contactos focales de señalización, siendo uno de los 
mecanismos a través de los cuales β1a controla la señalización del IGF-IR [121, 122]. 
Estudios de Marelli et al. [123] indican que la inducción de la migración por parte del IGF-
I es mediada por la integrina αVβ3 en células de PCa independientes de andrógenos. En 
el Grupo de Investigación en Hormonas estudios previos han mostrado una asociación 
entre la integrina αVβ3 e IGF-II en proliferación y migración celular en cáncer de próstata 
independiente de andrógenos [124](Fig. 6, 7 y 8), algo hasta el momento nunca antes 
reportado, por lo que surge la necesidad de explorar los mecanismos involucrados en la 
señalización cruzada entre integrinas y el sistema IGF en este modelo. 
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Figura 7. Proliferación celular en la línea celular PC-3 con el péptido de activación 
de integrinas RGD. Células privadas de suero fueron  incubadas con IGF-I (10nM), IGF-
II (10nM), y/o RGD (0,0018ug/ul) durante 48 horas. * indica tratamientos que 
significativamente incrementaron la proliferación por encima del control (p<0,05).  
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Figura 8. Bloqueo de la integrina αVβ3 afecta la potenciación en proliferación de 
IGF-II/RGD en células PC-3. Efecto de diferentes agentes que bloquean receptores del 
sistema IGF en la proliferación de células PC-3. Las células fueron incubadas con 
diferentes estímulos durante 48h. Después de estos tiempos la proliferación fue medida 
por un ensayo de MTT. *, Valores que fueron significativamente diferentes 
estadísticamente en relación al control. #, valor diferente significativamente IGF-II+RGD 
vs. Ab aVb3 +RGD+ IGF-II 
*
*
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1.4.2 uPA/uPAR 
El sistema de plasminógeno está compuesto del plasminógeno (Plg) una proenzima 
inactiva que puede ser convertida a plasmina por dos activadores de plasminógeno 
(Pas), el PA tipo tejido o por el PA tipo uroquinasa (uPA). La plasmina es capaz de 
degradar la fibrina y proteínas de la MEC directamente o indirectamente, vía activación 
de otras proteasas como las metaloproteasas de matriz (MMPs) como MMP-2, MMP-3, 
MMP-9, estromelisina o al mismo uPA (2). Pero también puede activar o liberar factores 
de crecimiento de la MEC [125]. Este sistema es controlado a nivel de los activadores de 
plasminógeno por inhibidores de los activadores de plasminógeno (PAIs), de los cuales 
se cree que el PAI-1 es el de mayor relevancia fisiológica y a nivel de la  plasmina por la 
α2-antiplasmina. Debido a su especifidad por la fibrina el tPA es principalmente 
involucrado en la proceso fibrinolítico, mientras que uPA se une a su receptor celular 
(uPAR) y ha sido implicado en migración celular y remodelamiento de tejido, dos eventos 
estrechamente relacionados al desarrollo y dispersión del cáncer [126].  
 
Resultados experimentales han demostrado que uPA esta causalmente involucrado con 
invasión de cáncer y metástasis, con resultados que sustentan una correlación entre la 
concentración de uPA y el potencial metastático en diferentes líneas celulares, además 
su inhibición por diferentes métodos también decrece la formación de metástasis [127].  
 
Adicionalmente, además de sus conocidas acciones, el factor de crecimiento similar a la 
insulina tipo I tiene la habilidad de influir en la movilidad celular, tanto en procesos 
fisiológicos normales como en procesos patológicos, también pueden jugar un papel 
autocrino en la regulación de producción de proteasas. En fibroblastos de cáncer de 
mama se ha encontrado que el IGF-I controla la expresión de uPA y que en células 
tumorales este control se encuentra alterado [128]. También en algunas líneas de cáncer 
de mama que sobre-expresan IGF-IR se encontrado una relación de IGF-I con la 
actividad de uPA [129]. En PCa se ha reportado que la progresión a estados más 
metastásicos del cáncer va correlacionado con incrementos en la expresión de uPAR 
[130]. 
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Por otro lado, Pluglianiello et al. (2000) ha propuesto que la proteólisis mediada por 
plasmina de IGFBPs puede incrementar la migración inducida por IGF-I en 
neuroblastoma (3). 
1.4.3 Metaloproteasas de matriz (MMP) 
Las metaloproteasas de matriz son una familia de 18 endopeptidasas neutras, 
dependientes de zinc, con multidominios que degradan la matriz extracelular de forma 
conjunta como parte del proceso de remodelamiento tisular que ocurre durante la 
invasión tumoral y angiogénesis, tanto en el sitio primario como en el metastático, de tal 
forma que han sido implicadas como enzimas limitantes claves en el proceso invasivo 
[131, 132]. Se encuentran divididas en colagenasas, estromelisinas, gelatinasas 
(colagenasas tipo IV) y metaloproteasas de tipo membrana MT-MMP [133].  
 
La actividad catalítica de estas se encuentra altamente controlada a diferentes niveles: 
inicialmente su expresión es regulada a nivel transcripcional por una variedad de factores 
de crecimiento, citoquinas y oncogenes; por otro lado, son secretadas como zimogenos y 
requieren de procesos de activación distintos para ser convertidas a su forma 
enzimáticamente activa. Adicionalmente, a nivel de proteína su acción se encuentra 
regulada por una familia de inhibidores específicos llamados inhibidores tisulares de 
metaloproteasas o TIMPs, los cuales están correspondientemente distribuidos en los 
diferentes tejidos y funcionan efectivamente como inhibidores en condiciones normales al 
mantener un equilibrio con las MMPs. [134, 135]  
 
Pocas MMPs actuando en tándem tienen el potencial de catalizar la degradación 
completa de los componentes proteicos de la matriz extracelular y la membrana basal. 
Por otro lado, la función de varios miembros de esta familia es activar a otros mediante 
clivaje de su pro dominio, generando una cascada de activación que se sobrelapa con la 
cascada proteolítica generada. [131, 136]  
 
En línea con esto, la sobre-expresión de algunas MMPs conduce al desarrollo de 
lesiones pre-malignas y pre-neoplásicas, sugiriendo que las MMPs participan en 
diferentes estados de la progresión tumoral anteriores a la invasión y metástasis. Estas 
son conocidas por incrementar la proliferación celular al activar factores de crecimiento o 
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liberarlos de la MEC donde se encuentran secuestrados; factores de crecimiento como 
bFGF, EGF, IGF, TGF-β y VEGF están unidos a la MEC y pueden ser liberados tras 
proteólisis de los componentes de la matriz extracelular. [131, 135, 137] 
 
Por otro lado, una cantidad considerable del desarrollo científico se ha enfocado en 
encontrar y diseñar inhibidores de proteasas de matriz (MPIs) como fármacos 
antitumorales, al controlar el crecimiento e invasión de tumores; no obstante, el desarrollo 
clínico de inhibidores de proteasas de matriz se ha dado en varias generaciones pero ha 
sufrido múltiples imprevistos, por lo que han sido rechazados. Las primeras pruebas 
examinaron la eficacia de las MPI solas versus drogas citotóxicas, mientras pruebas 
posteriores examinaron el efecto de una MPI, en combinación con o después del 
tratamiento con drogas citotóxicas, comparadas con el efecto de drogas citotóxicas solas. 
Los resultados a nivel clínico no son muy alentadores lo que lleva a considerar varios 
cambios en el enfoque experimental que van más allá de las  diferencias humano – ratón, 
por ejemplo a nivel de humano las pruebas son realizadas en estados avanzados de la 
enfermedad, caso contrario en ratón se realizan por lo general en etapas tempranas. A 
pesar de todo esto, se siguen desarrollando fármacos antitumorales empleando como 
blanco a las MMPs. [138] 
 MMP-2 y MMP-9 
De esta familia, las gelatinasas MMP-2 y 9 (A y B, respectivamente) han sido las más 
caracterizadas en casos de cáncer, desempeñando un papel relevante en los procesos 
invasivos [137]. Las dos gelatinasas son similares en muchas características, incluyendo 
la alta afinidad por la gelatina tanto en la forma latente como activada, así como la 
degradación del colágeno tipo IV, principal constituyente de la MEC, y del colágeno tipo 
V. Sin embargo una diferencia es la inhibición de cada una de estas: el precursor de la 
MMP-2 está fuertemente asociado con el TIMP-2, mientras que la pro MMP-9 está 
asociado con el TIMP-1 [133]. 
 
La producción de ambas gelatinasas es estimulada en respuesta a una variedad de 
inductores, tales como promotores tumorales, factores de crecimiento, citoquinas, 
productos oncogénicos y sustancias fisiológicas; no obstante, la regulación y la respuesta 
a estos factores, entre la gelatinasa A y la B es muy diferente. La gelatinasa A es 
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ampliamente expresada en diferentes tipos de células tisulares, especialmente en 
leucocitos y células tumorales y la mayoría de los factores de crecimiento fallan en 
regular la producción de la gelatinasa A en cualquier tipo celular, mientras que la 
gelatinasa B es producida por tipos selectos de células, incluidos keratinocitos, 
monocitos, macrófagos de tejidos y leucocitos polimorfonucleares, y por una variedad de 
células malignas y tanto las células normales como las malignas responden con un 
incremento en la producción de la gelatinasa B [139]. Una expresión incrementada de 
gelatinasa B ha sido descrita en cáncer de cerebro, vejiga, piel, pulmón, colon, seno, 
endometrial, prostático, ovario, páncreas y gástrico. Esto es frecuentemente observado 
en paralelo con una función celular alterada, incluyendo crecimiento celular, 
diferenciación, migración y morfogénesis. Estas respuestas son reguladas por la 
activación de receptores tirosina quinasa y son dependientes del ligando. Estos 
receptores son comúnmente estimulados por factores de crecimiento, mediando a su vez 
la activación de las vías de señalización de las MAPK, ERK y JNK [133].  
 
Una cantidad considerable de evidencia sugiere que el comportamiento de células 
tumorales cancerosas es comúnmente asociado con altos niveles de MMP-2 y MMP-9, y 
esto correlaciona con la agresividad del tumor, potencial metastático y pobre pronóstico, 
mientras que los TIMPs se han asociado con una menor agresividad y un pronóstico 
favorable en pacientes. [131]. No obstante, estas enzimas no son específicas de 
tumores, sino que pueden ser inducidas en una variedad de tipos celulares embrionales y 
de adultos y están asociadas a diferentes procesos tanto fisiológicos como patológicos; 
por ejemplo, la MMP-9 está implicada en funciones fisiológicas como reproducción, 
crecimiento y desarrollo, inflamación y curación de heridas, y en enfermedades 
proliferativas, vasculares, degenerativas, inflamatorias, infecciosas, entre otras. [140] 
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2. Planteamiento del problema 
El cáncer de próstata es una patología diversa que puede darse de manera 
desapercibida o evidenciarse por el desarrollo de una enfermedad metastásica agresiva. 
El tratamiento de esta enfermedad involucra procedimientos agresivos que pueden 
conducir a una morbilidad significativa o pueden generar una progresión del cáncer a un 
estado independiente de hormonas resultando en la mayoría de casos letal, debido a que 
deja muy pocas opciones de tratamiento. La ausencia de conocimiento en muchos de los 
mecanismos subyacentes propios de cánceres agresivos ha conllevado al desarrollo de 
diferentes blancos moleculares dirigidos al control de las características proliferativas y 
metastásicas del tumor, dentro de los cuales figura el bloqueo de los factores de 
crecimiento similares a la insulina (IGFs). 
 
Los factores de crecimiento similares a la insulina son ampliamente reconocidos por su 
papel en cáncer debido a sus acciones mitogénicas y anti-apoptóticas, cuya 
desregulación conlleva al desarrollo de diferentes patologías, entre ellas el cáncer, 
promoviendo el establecimiento de un fenotipo transformado canceroso. La modulación 
de su actividad está dada principalmente por las proteínas de unión a los IGFs (IGFBPs), 
las cuales forman complejos de alta afinidad de unión con estos factores de crecimiento 
evitando la interacción con sus receptores, regulando su biodisponibilidad, prolongando 
su vida media en la circulación,  evitando efectos similares a la insulina, entre otros. Por 
lo anterior las IGFBPs han sido abordadas como blancos potenciales para inhibir las 
acciones ejercidas por los IGFs, no obstante el desconocimiento de su regulación y la 
falta de estudios no individualizados de las IGFBPs dificultan el avance satisfactorio de 
este tipo de estrategias. 
 
La expresión de diferentes IGFBPs en el mismo tipo celular junto con las diferentes 
modificaciones post-traduccionales y expresión de proteasas, le adicionan complejidad al 
sistema IGF y constituyen un terreno poco explorado, en el que los mecanismos 
subyacentes que conducen a sus acciones son pobremente comprendidos. En general, 
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las bases moleculares de las correlaciones entre IGFBPs e IGFs en cáncer no son claras 
y en muchos casos resultan contradictorias, debido en parte a la diversidad funcional de 
las IGFBPs, la complejidad de las redes de interacción del sistema y a la falta de 
caracterización. 
 
En el Grupo de Investigación en Hormonas se han indagado los efectos de los IGFs 
independientes de IGFBPs empleando análogos a los IGFs que presentan una baja 
afinidad hacia las proteínas de unión pero que conservan su afinidad por el receptor IGF-
IR. Los resultados obtenidos con estos análogos, han mostrado un considerable 
incremento en proliferación y migración celular en células de PCa, lo cual sugiere una 
importante intervención de las IGFBPs. El presente estudio se planteó  con el objetivo de 
determinar los perfiles de expresión estas proteínas de unión en la línea PC-3 de cáncer 
de próstata independiente de andrógenos y su regulación por parte de los diferentes 
elementos del sistema IGF. El conocimiento de las bases moleculares de la interacción 
individual entre las diferentes IGFBPs y los IGFs permitirá avanzar en el desarrollo  de 
estrategias dirigidas al empleo de las IGFBPs como blancos naturales de los IGFs y por 
consiguiente de procesos relevantes en la malignización celular.  
 
  
 
3. Hipotesis 
La hipótesis que aquí se plantea considera que los IGFs y sus proteínas de unión 
presentan una estrecha relación que no se limita exclusivamente al papel de las IGFBPs 
en la regulación de la biodisponibilidad e inhibición o potenciación de los efectos 
ejercidos por los IGFs, sino que es mucho más compleja.  
 
Como en muchos sistemas moleculares, la expresión de una proteína dada requiere la 
presencia de controles negativos y positivos que permitan desplazar su producción hacia 
uno u otro sentido y generalmente estos puntos de control son moléculas que participan 
dentro del mismo sistema molecular. Este podría ser el caso de la relación IGFBPs : 
IGFs, donde considerando lo anteriormente mencionado, la hipótesis a probar es si los 
IGFs participan en la regulación de la expresión de sus proteínas de unión a través de un 
mecanismo de retroalimentación que involucre alguno de los receptores y ligandos del 
sistema IGF. 
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4. Objetivos 
4.1 Objetivo General 
 Estudiar el papel regulatorio de los IGFs en la expresión de las seis proteínas 
de unión a los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFBPs) en la 
línea celular de cáncer de próstata PC-3. 
 4.2. Objetivos Específicos 
 Determinar los niveles de expresión de las diferentes proteínas de unión a los 
IGFs (IGFBP-1 a -6) en la línea celular de cáncer de próstata PC-3, por medio 
de PCR en tiempo real. 
 Establecer los cambios en los niveles de expresión de las seis proteínas de 
unión a los IGFs en la línea celular de cáncer de próstata PC-3 bajo tratamiento 
con IGF-I, IGF-II e insulina, mediante la técnica de PCR en tiempo real. 
 Identificar los niveles de expresión de las seis proteínas de unión a los IGFs, 
bajo tratamiento con el péptido de activación de integrinas (RGD) y/o IGF-II 
mediante análisis de expresión por PCR en tiempo real en la línea celular de 
cáncer de próstata PC-3. 
 Evaluar el efecto del silenciamiento de los receptores de los factores de 
crecimiento similares a la insulina tipo I y II, en la expresión de las proteínas de 
unión a los IGFs, mediante el uso de RNA interferente en la línea celular de 
cáncer de próstata PC-3. 
 Establecer el efecto biológico en proliferación e invasión celular del 
silenciamiento de los receptores IGF-IR e IGF-IIR en la línea celular PC-3. 
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5. Diseño metodológico  
5.1 Modelo y Cultivo Celular 
Este estudio empleó la línea celular PC-3 donada por el profesor Fabio Aristizabal del 
departamento de Farmacia. La línea celular fue originalmente desarrollada a partir de 
un cultivo de células metastáticas a hueso de adenocarcinoma de próstata grado IV y 
ostenta una independencia a andrógenos, glucocorticoides y a factores de crecimiento 
epidermales o fibroblásticos [141]. Adicionalmente, expresa los diferentes ligandos y 
receptores del sistema IGF y responde a su estimulación. Esta línea representa un 
buen modelo para el estudio de cambios bioquímicos y moleculares en células de 
cáncer prostático avanzado dadas las características mencionadas [141]. 
 
Las células se cultivaron en medio RPMI (Sigma Chemical Co.) suplementado con 
suero fetal bovino (SFB) al 10% (Gibco), 1% de PEST (100U/ml de penicilina/ 
estreptomicina)  a 37ºC, en atmósfera húmeda y CO2 al 5%.  
5.2 Estímulos 
Como estímulos se emplearon los ligandos del sistema IGF: IGF-I, IGF-II e Ins y el 
análogo de IGF-I denominado Des-(1-3) IGF-I el cual conserva su afinidad por el 
receptor del IGF-I, pero posee una baja  afinidad por las proteínas de unión a los IGFs. 
Todos los ligando se emplearon en concentraciones 10 nM.   Se empleó el péptido de 
activación de integrinas RGD (Arg-Gly-Asp) (0.0018 ug/ul) con el cual se realizaron 
estímulos combinados con IGF-II con el fin de profundizar en sus efectos co-
estimulatorios. El tiempo de estimulación varió dependiendo del ensayo particular 
como se describe más adelante. 
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5.3 ARN de Interferencia 
La estrategia empleada para determinar el papel de los receptores del sistema IGF en 
la expresión de las proteínas de unión a los factores de crecimiento similares a la 
insulina, fue el uso de ARN de interferencia small hairpin. La expresión de los 
receptores de IGF-I e IGF-II fue regulada negativamente realizando una transfección 
del plásmido: shRNA plasmid DNA (Santa Cruz Biotechnology) secuencia específica 
validada para cada uno de los receptores de manera independiente en la línea celular 
de estudio. Los plásmidos son capaces de producir una inhibición estable de la 
expresión de los genes blanco, estos son proporcionados como un pool de 3 a 5 
plásmidos vectores lentivirales cada uno de los cuales codifica un blanco especifico de 
19 -25nt con un loop de 6pb. 
 
La transfección fue efectuada de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Santa 
Cruz Biotechnology) permitiendo la incubación del complejo de transfección y las 
células entre 5 -7 horas. Una vez transcurrido este tiempo las células fueron 
mantenidas en cultivo bajo  condiciones estándar. Se permitió su crecimiento y se 
realizó un proceso de selección empleando 1ug/ml de puromicina (Santa Cruz 
biotechnology). La eficiencia del silenciamiento fue determinada por PCR en tiempo 
real evaluando la expresión del ARN mensajero de cada uno de los miembros 
anteriormente descritos. El efecto funcional del silenciamiento de cada uno de los 
receptores se evaluó por medio de ensayos de proliferación e invasión celular. 
5.4 Determinación de los Efectos biológicos  
5.4.1 Proliferación Celular 
La proliferación celular se determinó mediante el ensayo colorimétrico MTT (bromuro 
de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) [142], que se basa en la conversión del 
MTT en formazan por una reductasa mitocondrial (Fig. 8) cuya producción será 
directamente proporcional a la cantidad de células viables presentes en cada pozo.  
 
Se sembraron  células en microplacas de 96 pozos (10.000 células/pozo) que fueron 
cultivadas rutinariamente en una incubadora humificada. Las células deprivadas de 
suero fueron incubadas por 24 y 48 horas con diferentes estímulos, adicionando 10ul 
de solución de MTT y re-incubando por 4 horas adicionales. Los cristales de formazan 
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fueron disueltos en dimetil sulfoxido (DMSO) y la absorción espectrofotométrica fue 
determinada a 570nm empleando un lector de ELISA (Biorad). 
5.4.2 Invasión 
Los ensayos de invasión fueron realizados esencialmente como se han descrito 
previamente (Chuan et al. 2006). Se emplearon platos de 24 pozos e insertos con 
membranas de 8µm (Corning) los cuales fueron recubiertos con Geltrex a 9ug/ul 
(GIBCO). Se sembraron 100.000 células por inserto y los diferentes estímulos fueron 
adicionados a las cámaras inferiores, se permitió la invasión durante 24 horas a 37ºC y 
5% de CO2. Posteriormente el geltrex fue retirado del pozo superior y las células que 
lograron degradar la matriz y migrar hacia el otro lado de la membrana se fijaron con 
una solución de paraformaldehido 10%, se tiñeron con cristal violeta 0.5% y fueron 
contabilizadas en cuatro campos por medio de un microscopio óptico invertido. Las 
membranas se lavaron y cortaron de cada pozo, para su posterior disolución en  acido 
acético 10%  y se cuantificaron mediante la lectura de su absorbancia a 570nm. 
5.5 Determinación de los Perfiles de Expresión de ARN 
mensajero  
5.5.1 Extracción de RNA  
El ARN se extrajo mediante el reactivo Trizol ® (Invitrogen) el cual es una mezcla 
constituida por isotiocianato de guanidinio y fenol, basado en el método de 
Chomczynski & Sacchi [143]. Posteriormente se adicionó cloroformo seguido de 
centrifugación lo cual genera la separación de la solución en una fase acuosa y una 
fase orgánica. El RNA permanece exclusivamente en la fase acuosa y es recuperado 
por precipitación con isopropanol y se purificó seguidamente en etanol al 75%. El ARN 
precipitado se resuspendió en un agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), que 
inactiva las ribonucleasas remanentes.  
 
La cantidad de ARN total obtenido por muestra, se cuantificó de acuerdo con la 
relación de absorbancias a 260/280 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) y la 
integridad del ARN fue verificada por medio de la densidad óptica (OD) relación de 
absorción OD260/OD280 nm entre 1.78- 2.09 y visualizando las fracciones ribosomales 
por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer MOPS 1X y teñido 
con bromuro de etídio (Br-Et) 1ug/ml. La electroforesis se corrió a 75 voltios y una vez 
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finalizada la corrida los productos fueron observados en un transiluminador de luz 
ultravioleta. 
5.5.2. Retrotranscripción 
Del ARN total extraído de las células, se llevó a cabo la síntesis de ADNc empleando 
5μg del ARN total y un sistema de retrotranscripción, SuperScript III (Invitrogen), 
donde se utilizó como oligonucleótidos iniciadores oligo dT. La composición de la 
mezcla de reacción es observada en la tabla 4. El ADN complementario obtenido se 
refrigeró a 20°C hasta su posterior análisis por PCR en tiempo real. 
 
Reactivos Concentración 
ARN total 5 µg 
OligoDTs 10µM 
dNTPs 0,50 mM 
Agua DEPC Completar a volumen de 
20µl 
Buffer de Transcripción 
reversa 
50mM Tris-HCL pH 8,3 
75 mM KCL 
3mM MgCl2 
DTT 10 mM 
SuperScript III RT 10 unidades 
RNase OUT 40 U 
 
Tabla 4. Mezcla de la reacción de transcripción reversa 
5.5.3. Diseño de primers 
Para cada uno de los genes a evaluar su expresión se diseñaron los oligonucleótidos 
iniciadores específicos con la ayuda del programa Vector NTI verificando su 
especificad e idoneidad para la detección de los transcritos de los IGFs, sus 
receptores, IGFBPs y los genes caseros β-Actina. Las secuencias de los 
oligonucleótidos empleados se muestran en la Tabla 5. 
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Gen 
evaluado 
Tamaño Secuencia 
Actina 172 D: GCGTGACATTAAGGAGAAG 
R: GAAGGAAGGCTGGAAGAG 
IGFBP1 134 D: CCAAGGCACAGGAGACATC 
R: GTAGACGCACCAGCAGAG 
IGFBP2 150 D: GGCAGAAAACGGAGAGTG 
R: AAGAAGGAGCAGGTGTGG 
IGFBP3 106 D: GCACAGCACCCAGACTTC 
R: TCTCTACATAGGCAACACAGC 
IGFBP4 175 D: GCAAGAGTGGACTGAATG 
R: GGAAGGAGATATGGAGAGG 
IGFBP5 155 D: CAGGATGTGGCAATCAATG 
R: AGAGGAGAGGAAGTTCAGG 
IGFBP6 90 D: AATCCAGGCACCTCTACC 
R: TGAGTCCAGATGTCTACGG 
IGF-IR 111 D: GCCGACGAGTGGAGAAATC 
R: AGCAGGATGTGGAGGTAGC 
IGF-IIR 124 D: AGGTGAATAAGGAAGAAGAGAC 
R: ACTGACTTGGTGGTAATATGG 
IR 164 D: GCCTCTACAACCTGATGAAC  
R: ACAGATGTCTCCACACTCC  
IGF-I 130 D: GGAGGCTGGAGATGTATTG 
R: GACTTCGTGTTCTTGTTGG 
IGF-II 157 D: GTTGAGGAGTGCTGTTTC 
R: AGGTGTCATATTGGAAGAAC 
MMP-2 190 D: AGTCTGAAGAGCGTGAAG 
R: AGGTAGGAGTGAGAATGC 
uPA 120 D: AGCAGAGACACTAACGACTTCAG 
R: CTTACTCACACTTACACTCACAGC 
D: Primer derecho, R: Primer Reverso 
Tabla 5. Secuencia de los primers utilizados para PCR en tiempo real 
5.5.4 PCR en Tiempo Real  
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Los cambios en la expresión de los RNAs mensajeros de los genes del sistema IGF 
incluyendo las 6 proteínas de unión a los IGFs, MMP-2 y uPA se establecieron 
utilizando la técnica de PCR en tiempo real la cual es una variante de la PCR 
convencional que se basa en la detección y cuantificación simultanea de la 
fluorescencia transmitida emitida por los productos de la PCR que se acumulan 
durante el proceso de amplificación, donde el primer incremento significante en la 
cantidad de producto amplificado se correlaciona con la cantidad inicial de ADNc 
presente.  
 
La PCR fue realizada en el equipo CFX96 (Biorad) usando Master Mix SYBR Green IQ 
como marcador de amplificación.  El volumen total de reacción fue de 3 μl. El siguiente 
programa de amplificación fue usado: 5 min a 95 ⁰C de denaturación; 35 ciclos de 10 s 
a 95 ⁰C de denaturación, 20 s a 56 ⁰C de anillamiento y 20 s a 72 ⁰C de elongación; y 
finalmente 2 min a 72 ⁰C. Para verificar que los primers usados producían un único 
producto de amplificación se realizaron curvas de fusión después de cada corrida 
iniciando a 56 ⁰C con una velocidad de 0,5 ⁰C por segundo hasta 99 ⁰C (Ver ANEXO 
1). La cantidad relativa de las muestras fue determinada por comparación a la curva 
estándar generada por diluciones seriadas de las muestras. Adicionalmente, los genes 
mencionados fueron normalizados en relación al gen de referencia β-Actina. Para el 
análisis de expresión se empleó el método del ∆∆Ct. 
5.6 Zimografía 
La zimografía es una técnica basada en una electroforesis SDS-PAGE y gelatina, con 
el fin de identificar la actividad proteolítica indirecta de gelatinasas A y B (MMP-2 y 
MMP-9), sus isoformas y sus pesos moleculares. Una zimografía permite evaluar de 
una manera cualitativa y/o cuantitativa las proteasas presentes en muestras de tejido 
en medios de cultivo celulares [144].  
 
Para la zimografía se emplearon los medios condicionados de la línea celular PC-3 
normal y las PC-3 interferidas para el IGF-IR o el IGF-IIR. Las células fueron 
sembradas en platos de 60mm, deprivadas 14 horas y estimuladas durante 24 horas 
en condiciones estándar de cultivo. Después de este tiempo el medio fue colectado y 
cuantificado por 660 Protein Assay (Thermo Scientific). 
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La separación de las proteínas se realizó por SDS-PAGE al 10% y 1mg/ml de gelatina. 
Se sembraron 10 µg de proteína total con buffer carga 1X. Posterior a la corrida del gel 
se realizaron 2 lavados de 15 minutos con Triton X-100 al 2,5% para retirar el SDS y 
renaturar las proteínas y 2 lavados de 5 minutos con H2Odd. Seguido a esto se 
incubaron los geles en buffer de incubación (0,05M TrisHCl pH 8/ 5mM CaCl2/ 5μM 
ZnCl2) durante 17 horas a 37 ⁰C en agitación.  
 
Los geles fueron teñidos con Blue Silver durante 2 horas, y lavados con H2Odd 
durante toda la noche. Los geles fueron digitalizados y la intensidad de las bandas fue 
determinada por Quantity One (Biorad). 
5.7 Análisis bioinformático y minería de datos 
Con el fin de profundizar en la relación entre IGFs y sus receptores en la modulación 
de la expresión de las IGFBPs, como una primera aproximación se empleó la base de 
datos STRING 8.3 para realizar redes de interacción (http://string-db.org/) y el 
Genomatix software suite, el cual combina varias fuentes de minería de datos 
[(Bibliosphere, Gene2Promoter y GEMS-Launcher (MatInspector y FrameWorker)] 
para integrar y combinar datos de bioinformatica y profundizar en la identificación de 
sitios de unión a factores de transcripción, entre otras funciones. BiblioSphere fue 
aplicado para identificar redes funcionales relevantes por co-citaciones. MatInspector 
el cual hace parte del paquete GEMS-launcher, fue empleado para el análisis de 
factores de transcripción. Esto permitió la integración de los resultados obtenidos por 
PCR en tiempo real. 
 5.8 Análisis estadístico  
La evaluación estadística de las diferencias en los resultados se analizó utilizando los 
programas de análisis estadístico MINITAB 15 y GRaphPrism. Las diferencias fueron 
consideradas estadísticamente significativas cuando p < 0.05. 
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6. Resultados 
La hipótesis que aquí se plantea considera que los IGFs y sus proteínas de unión 
presentan una estrecha relación que no se limita exclusivamente al papel de las 
IGFBPs en la regulación de la biodisponibilidad e inhibición o potenciación de los 
efectos ejercidos por los IGFs, sino que es mucho más compleja. De acuerdo a los 
resultados que anteceden al presente trabajo, la línea celular PC-3 muestra un 
incremento significativo en proliferación celular bajo estímulos con IGF-II y Des-(1-3) 
IGF-I, así como un efecto potenciador al co-estimular con IGF-II y el péptido RGD de 
activación de integrinas (Fig. 5, 6 y 7). Los mismos comportamientos fueron 
observados al estudiar la migración de estas células, dando lugar a incrementos de 
hasta 55 veces en migración (Fig. 6). Con el fin de identificar las posibles rutas que 
median los efectos de los ligandos o co-estimuladores del sistema IGF y sus 
implicaciones a nivel biológico, se desarrollo una estrategia de silenciamiento de los 
receptores IGF-IR o IGF-IIR en la línea celular PC-3. 
6.1. Regulación negativa de la expresión de IGF-IR o 
IGF-IIR 
Se interfirió la línea celular PC3 contra los receptores de IGF-I o IGF-II empleando 
small hairpin RNAs con secuencia específica previamente validada. La eficiencia de la 
transfección fue determinada por PCR en tiempo real resultando en una reducción del 
95% de la expresión del IGF-IR y de un 87% de la expresión del IGF-IIR en relación a 
la línea sin interferencia (Figuras 9A y 9B).  
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Figura 9. Interferencia de la expresión del IGF-IR e IGF-IIR en línea celular PC-3. 
Células PC-3 fueron interferidas para el IGF-IR o IGF-IIR, la expresión del A) IGF-IR y 
B) IGF-IIR fue determinada en cada uno de los modelos establecidos respecto al gen 
de referencia β-Actina. * indica tratamientos que incrementaron significativamente por 
encima del control (p<0,05).  
6.2. El efecto potenciador de IGF-II/RGD en la 
proliferación celular es afectada por el silenciamiento 
de los receptores IGF-I e IGF-II 
En relación a los hallazgos en proliferación anteriormente mencionados para la línea 
celular PC-3 sin interferencia (Fig. 7), se determinó el comportamiento de las células 
interferidas para cada uno de los receptores de IGF-I e IGF-II, utilizando para este fin 
el método MTT. Los ensayos mostraron que en ausencia del IGF-IR la proliferación fue 
estimulada tanto por el análogo Des-(1-3) IGF-I como por el IGF-II al igual que en la 
línea sin interferir manteniendo sus habilidades promotoras de crecimiento (Fig. 10); 
sin embargo la co-estimulación  del IGF-II con el péptido RGD se vio notablemente 
afectada, resultado que sugiere un papel del IGF-IR en la señalización cruzada con 
integrinas. Es de resaltar que esta línea comparativamente con las células sin 
interferencia incrementó sus tasas de proliferación.  
 
En ausencia del IGF-IIR nuevamente se conservó la capacidad estimuladora de 
crecimiento de los ligandos Des-(1-3) IGF-I e IGF-II. El IGF-II promovió el crecimiento 
en una mayor proporción que los demás estímulos algo no observado para la línea 
PC-3 normal y la shIGF-IR. No obstante el tratamiento con IGF-I y la combinación IGF-
II/RGD produjeron descensos en la proliferación celular de este modelo y la co-
estimulación no logró potenciar la proliferación lo cual indica que este receptor también 
A B 
*
* 
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podría estar involucrado en la señalización con integrinas (Fig. 10B), lo que lo postula 
como un nuevo elemento en la interacción del sistema IGF con integrinas. 
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Figura 10. Proliferación celular en la línea celular PC-3 shIGF-IR y shIGF-IIR.  
Células privadas de suero fueron  incubadas con IGF-I (10nM), IGF-II (10nM), Des-(1-
3) IGF-I (10nM) y/o RGD (0,0018ug/ul) durante 48 horas. Proliferación en la línea PC-3 
A)  shIGF-IR y B) shIGF-IIR. * indica tratamientos que incrementaron y  disminuyeron 
significativamente la proliferación por encima del control (p<0,05).  
 6.3. Los efectos promotores de la invasión de IGF-I e 
IGF-II/RGD es afectada por el silenciamiento de los 
receptores de IGF-I e IGF-II 
Los reportes previos de migración indican que el Des-(1-3) IGF-I y  el IGF-II/RGD son 
potentes promotores de la motilidad celular, incrementando el índice de migración 
hasta 22 y 55 veces el control respectivamente (Fig. 6). Dada la magnitud de estos 
valores se investigó si estos efectos podrían trasladarse a invasión celular, puesto que 
la invasión es una de las características claves en cuanto al desarrollo de habilidades 
metastásicas de células tumorogénicas. Con este fin se realizaron ensayos en 
transwells recubiertos con geltrex, buscando simular la composición de la MEC y 
estudiar la capacidad celular de degradar esta matriz y de migrar a través de la 
membrana. Esto se realizó en la línea PC-3 normal, interferida contra el IGF-IR o el 
IGF-IIR bajo los estímulos previamente empleados.  
 
La línea celular PC-3 presentó una invasión basal alta; sin embargo su respuesta a los 
diferentes estímulos no fue tan drástica como lo fue en migración, en este caso 
* 
*
* 
* 
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responde al estímulo con IGF-I y a la combinación IGF-II/RGD incrementando la 
invasión 2 y 4 veces respectivamente en relación al control (Fig 11A). Estos resultados  
hablan de la importancia de la MEC en la modulación de los efectos biológicos y 
evidencian el papel potencial de las IGFBPs. Se observó un comportamiento inverso 
del IGF-I y su análogo; en otras palabras, en ausencia de la matriz el Des-(1-3) IGF-I 
es capaz de estimular la migración celular significativamente, efecto no observable en 
invasión. En contraste, el IGF-I es capaz de estimular la invasión y la migración 
aunque esta última en baja proporción, sugiriendo de nuevo la intervención de las 
proteínas de unión a los IGFs en la modulación de las habilidades invasivas del IGF-I. 
 
Al realizar los ensayos de invasión en la línea celular PC-3 shIGF-IR se encontró una 
notable disminución en los niveles de invasión basales y un cambio en la respuesta a 
los estímulos empleados (Fig 11B). El efecto promotor de invasión del IGF-I y del IGF-
II/RGD no fue observado, por lo que se presenta nuevamente un papel del IGF-IR 
tanto en el crosstalk con integrinas como en los efectos mediados por el IGF-I. Es de 
notar que la estimulación con el IGF-II incrementa ligeramente los niveles de invasión 
en ausencia del IGF-IR y en comparación con las células normales. 
 
En la línea celular interferida contra el IGF-IIR sorpresivamente no se hallaron 
habilidades invasivas (datos no mostrados), encontrándose incluso por debajo de los 
niveles de invasión en la línea celular silenciada para el IGF-IR (Fig. 11C), lo cual 
sugiere un papel relevante de este receptor en el control de la invasión celular, algo 
que estaría en concordancia con la visión del IGF-IIR como un importante agente en la 
biología celular, influenciando la señalización de otros receptores y no como un 
exclusivo regulador de la biodisponibilidad del IGF-II y de tráfico lisosomal. 
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Figura 11. Invasión celular en PC-3 y PC-3 shIGF-IR.  Células privadas de suero 
fueron  sembradas en transwells de 8µm recubiertos con geltrex (9µg/µl) e incubadas 
con IGF-I (10nM), IGF-II (10nM), Des-(1-3) IGF-I (10nM) y/o RGD (0,0018ug/ul) 
durante 24 h. Indice de invasión en la línea PC-3  (A) y  PC-3 shIGF-IR (B). C) Fotos 
de la membrana previamente teñida y fijada con las células bajo estímulo con RPMI en 
la línea celular PC-3, shIGF-IR y shIGF-IIR de izquierda a derecha. * indica 
tratamientos que incrementaron y  disminuyeron significativamente la proliferación 
por encima del control (p<0,05). 
6.4. IGF-I incrementa la expresión de la MMP-2 y uPA en 
la línea celular PC-3 
Dados los resultados de invasión se decidió corroborar si en algunos de los 
tratamientos estos efectos se veían acompañados de un incremento en la expresión 
de ARNm de la metaloproteasa de matriz -2 y del activador de plasminógeno tipo 
* 
* * 
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uroquinasa, puesto que estas proteasas son puntos clave en la regulación del proceso 
invasivo. 
 
Las células PC-3 normales mostraron un incremento significativo de la expresión de 59 
veces para MMP-2 y 5 veces para uPA por encima del control bajo estímulo con IGF-I. 
Por el contrario, se encontró una disminución del 79% para la MMP-2 y del 46% para 
uPA con Des-(1-3) IGF-I (Fig 12A y 12B). Resultados que correlacionan con la 
inducción de la invasión por parte del IGF-I y la inhibición de esta característica por 
parte del Des-(1-3) IGF-I un comportamiento opuesto con aparente intervención de la 
MMP-2 y uPA y que sugiere un importante papel de las IGFBPs en las características 
observadas.  
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Figura 12. Expresión de ARNm de la MMP-2 y uPA en la línea celular PC-3. 
Células previamente privadas fueron estimuladas con  IGF-I (10nM) e Des-(1-3) IGF-I 
(10nM) durante 24 h. Expresión relativa de A) MMP-2 y B) uPA. La expresión fue 
determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que incrementaron y  disminuyeron 
significativamente la proliferación por encima del control (p<0,05). 
6.5. Reducida actividad gelatinasa en la línea celular 
PC-3 shIGF-IR 
Trasladando estas observaciones a la actividad de las gelatinasas se realizaron 
zimografías de medios condicionados de la línea celular PC-3 control, shIGF-IR y 
shIGF-IIR bajo tratamiento con IGF-I e Des-(1-3) IGF-I durante 24 horas. Se encontró 
para las células no interferidas una importante actividad proteasa reflejada en la 
actividad de diferentes complejos de alto peso molecular así como de la pro-MMP-9,  
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pro-MMP-2 y de la MMP-2 activa (Fig. 13). En ausencia del IGF-IR la actividad 
proteasa de las células se vio notablemente afectada, reduciéndola a una actividad 
mínima que solo es percibida en un complejo pesado no identificado (Fig. 14), 
reducción que es congruente con la disminución de los niveles de invasión en ese 
modelo. En cuanto a la línea celular interferida para el IGF-IIR se encontró una fuerte 
actividad de la pro-MMP-2 y su forma activa MMP-2, sin embargo ningún otro complejo 
ni la presencia de la MMP-9 fue detectada (Fig. 15). 
Figura 13. Zimografía de los medios condicionados de la línea celular PC-3. 
Células previamente privadas de SFB fueron estimuladas con IGF-I (10nM) e Des-(1-
3) IGF-I (10nM) durante 24 h y los medios fueron colectados. 10ug proteína fueron 
sembrados en una electroforesis SDS-PAGE 8%, 0,1% de gelatina. 
Figura 14. Zimografía de los medios condicionados de la línea celular PC-3 
shIGF-IR. Células previamente privadas de SFB fueron estimuladas con IGF-I (10nM) 
e Des-(1-3) IGF-I (10nM) durante 24 h y los medios fueron colectados. 10ug proteína 
fueron sembrados en una electroforesis SDS-PAGE 8%, 0,1% de gelatina.  
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Figura 15. Zimografía de los medios condicionados de la línea celular PC-3 
shIGF-IIR. Células previamente privadas de SFB fueron estimuladas con IGF-I (10nM) 
e Des-(1-3) IGF-I (10nM) durante 24 h y los medios fueron colectados. 10ug proteína 
fueron sembrados en una electroforesis SDS-PAGE 8%, 0,1% de gelatina. 
6.6. Interferencia de los receptores de IGF-I o IGF-II 
altera la expresión de los miembros del sistema IGF 
Los nuevos modelos celulares constituidos presentan diferentes características tanto 
morfológicas como fisiológicas, por lo que se caracterizó la expresión de los miembros 
del sistema IGF en cada una de las líneas celulares establecidas (Fig. 16). En la línea 
celular PC-3 shIGF-IR se encontró que la interferencia afecta de manera parcial la 
expresión de los receptores IGF-IIR e IR generando una disminución del 30% y 43% 
respectivamente (Fig. 16A). En contraste, en la línea celular PC-3 shIGF-IIR se 
encontró un incremento del 90 veces del IGF-II y 36 veces del IR en relación al control, 
lo que podría conllevar a una incrementada señalización del receptor de insulina 
estimulada por IGF-II en este modelo (Fig. 16B). En los ensayos de expresión de IGF-I  
no se encontraron transcritos detectables en ninguna de las 3 líneas de estudio razón 
por la cual no se muestran. 
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Figura 16. Expresión de ARNm de los miembros del Sistema IGF. Expresión de 
ARNm en la línea PC-3 shIGF-IR (A) y shIGF-IIR (B). Expresión relativa con respecto 
al gen de referencia β-Actina y a las células PC-3 sin interferencia. Los datos son 
expresados en escala decimal para (A) y logarítmica para (B). 
 
Adicionalmente, se determinó la expresión de las 6 proteínas de unión a los IGFs (Fig. 
17) en las tres líneas celulares. Las células PC-3 normales mostraron los mayores 
valores de expresión en todas las proteínas de unión, siendo la IGFBP-3 la de 
expresión más alta y la IGFBP-1 y -2 las de menor expresión. Por otro lado, las células 
PC-3 shIGF-IR y shIGF-IIR  presentaron un perfil semejante al de las células control, 
aunque se observaron niveles más bajos de expresión. Estos resultados indican que 
las tres líneas presentan una expresión constitutiva de las seis proteínas de unión a 
IGFs, pero sus niveles basales de expresión difieren entre sí, sugiriendo un posible 
papel regulador mediado por los receptores de IGF-I e IGF-II.  
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Figura 17. Expresión de ARNm de las proteínas de unión a los IGFs. Expresión de 
ARNm de las IGFBP-1 a -6 en la línea PC-3 control, shIGF-IR y shIGF-IIR. Expresión 
relativa con respecto al gen de referencia β-Actina.  indica tratamientos que 
significativamente disminuyeron la expresión por debajo de  su control (p<0,05). 
6.7. Ligandos y receptores del sistema IGF influencian 
la expresión de las IGFBPs  
Es ampliamente conocido que las IGFBPs están estrechamente relacionadas con el 
sistema IGF, que se unen a los IGFs y modulan su disponibilidad, pero estas proteínas 
son en sí mismas factores de crecimiento con actividades propias y además son 
secretadas de manera autocrina. Por lo general los productos celulares secretados de 
manera autocrina suelen presentar mecanismos de retroalimentación negativa para 
controlar sus propios efectos. No obstante, en el sistema IGF no hay claridad en 
cuanto a las estrategias de autoregulación de las IGFBPs y en PCa no existen 
estudios relacionados, razón por la cual se procedió a estudiar como cambiaba la 
expresión de las proteínas de unión en presencia de los ligandos del sistema. Para 
esto se determinó la expresión de las seis IGFBPs bajo estímulos con IGF-I (10 nM), 
IGF-II (10 nM), Des-(1-3) IGF-I (10 nM) e Ins (10 nM) durante 6 h. 
6.7.1. IGFBP-1 
En la línea celular PC-3 sin interferencia la expresión de la IGFBP-1 fue incrementada 
significativamente bajo estímulos con IGF-I, insulina y su análogo Des-(1-3) IGF-I 
siendo mucho más marcado este efecto con los dos últimos, obteniendo valores de 60 
y 200 veces la expresión del control respectivamente (Fig.  18A y B). Es notorio que 
tanto el Des-(1-3) IGF-I como la insulina no han sido relacionados con un control de su 
biodisponibilidad por parte de las BPs por lo que su actividad es independiente del 
incremento en la expresión de alguna de las mismas. Por otro lado, el IGF-II redujo la 
expresión de la IGFBP-1 cerca de un 40% (Fig. 18B). En ausencia del IGF-IR las PC-3 
cambiaron su repuesta a los estímulos generando un incremento de la IGFBP-1 
incluso bajo tratamiento con IGF-II, sin embargo las proporciones a las cuales se dio el 
aumento son distintas, alcanzando valores máximos de 12 para el IGF-II y 15 veces 
para la insulina por encima del control. Las células PC-3 shIGF-IIR, a diferencia de los 
dos casos anteriores, mostraron un descenso en los valores de expresión relativa de la 
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IGFBP-1 bajo todos estímulos, alcanzando una reducción máxima del 99% en la 
expresión al incubar las células con Des-(1-3) IGF-I (Fig. 18A). 
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Figura 18. Expresión de la IGFBP-1 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I (10nM) y 
(B) IGF-II (10nM) o Ins (10 nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a 
los IGFs fue determinada con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05).  
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6.7.2. IGFBP-2 
La expresión de la IGFBP-2 fue regulada negativamente por IGF-I o IGF-II en un 42% 
y 74% respectivamente en relación al control, en contraste insulina y Des-(1-3) IGF-I 
incrementaron la expresión alrededor de 15 y 89 veces en comparación al control (Fig. 
19). Las células PC-3 shIGF-IR nuevamente alteraron la respuesta al IGF-II generando 
un incremento de 17 veces en la expresión de la IGFBP-2 contrario al descenso 
observado en la línea control (Fig. 19B), también se presentó un incremento al realizar 
estímulos con insulina o Des-(1-3) IGF-I de 4 y 6 veces respectivamente, un 
comportamiento bastante similar al observado para la IGFBP-1. El IGF-I no generó 
cambios significativos en expresión en la línea silenciada para el IGF-IR (Fig. 19A). 
Por otro lado, en ausencia del IGF-IIR la respuesta a los ligandos se vio notablemente 
afectada disminuyendo la expresión de la IGFBP-2  entre un 90 y 97 %.  
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Figura 19. Expresión de la IGFBP-2 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I y (b) IGF-II 
(10nM) o Ins (10 nM) (10nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a los 
IGFs fue determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05).  
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Las células sin interferencia mostraron un disminución de alrededor del 20% en la 
expresión de la IGFBP-3 al ser tratadas con IGF-I o IGF-II, no obstante tanto la 
insulina como el Des-(1-3) IGF-I aumentaron de manera significativa la expresión de 
esta BP mostrando valores de 32 y 245 veces el control respectivamente. Para las 
células interferidas contra el IGF-IR se observó un incremento en expresión de la 
IGFBP-3 bajo todas las condiciones empleadas incluyendo al IGF-I y al IGF-II, y el 
mayor aumento fue observado al estimular con insulina superando 27 veces la 
expresión del control. Adicionalmente, en las células interferidas para el IGF-IIR se 
encontró un incremento de 2 veces en la expresión  de la IGFBP-3 al tratar con 
insulina, efecto no observado hasta el momento con las demás proteínas de unión, 
hecho que sugiere un importante papel de este ligando en la expresión de la IGFBP-3. 
De hecho el descenso en la expresión observado para los demás tratamientos no fue 
tan dramático como se observó en los casos anteriores exceptuando el IGF-II con el 
que se presenta una disminución del 94%. 
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Figura 20. Expresión de la IGFBP-3 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB  fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I y (b) IGF-
II (10nM) o Ins (10 nM) (10nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a 
los IGFs fue determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05). 
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Figura 21. Expresión de la IGFBP-4 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I y (b) IGF-II 
(10nM) o Ins (10 nM) (10nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a los 
IGFs fue determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05). 
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Las PC-3 control disminuyeron la expresión de la IGFBP-4 en un 82% con el IGF-II y 
no hubo cambios significativos con IGF-I (Fig. 21A y B), así mismo incrementaron la 
expresión de la proteína de unión bajo estímulo con insulina y Des-(1-3) IGF-I en 9 y 
94 veces el control correspondientemente (Fig. 21A y B). Al igual que en lo observado 
anteriormente, para las células PC-3 shIGF-IR la IGFBP-4 se incrementa en las cuatro 
condiciones con una principal influencia positiva de la insulina que se encuentra 174 
veces por encima del control. Es de resaltar que aunque en las PC-3 shIGF-IIR no hay 
aumentos de expresión para IGFBP-4 en ninguno de los tratamientos si hay una 
mayor respuesta a insulina, en cuyo caso solo hay una disminución del 20%. Sin 
embargo para los demás tratamientos hay disminuciones de hasta el 92% como es el 
caso del IGF-II. 
 
6.7.5. IGFBP-5 
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Figura 22. Expresión de la IGFBP-5 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I y (b) IGF-II 
(10nM) o Ins (10 nM) (10nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a los 
IGFs fue determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05).  
 
La expresión de la IGFBP-5 exhibe un comportamiento diferente a los observados 
para las anteriores BPs, en este caso las células control disminuyen la expresión de la 
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IGFBP-5 bajo todos los tratamientos, siendo el valor más bajo el mostrado para el IGF-
I, el cual redujo la expresión en un 96% en células no silenciadas (Fig. 22A), un valor 
bastante alto teniendo en cuenta que para las demás proteínas de unión el máximo 
descenso en expresión con IGF-I es del 42% para la IGFBP-2. En adición, las células 
interferidas para el IGF-IR solo incrementan la proteína de unión bajo estímulo con 
IGF-II e insulina (Fig. 22B), pero al tratarlas con IGF-I o Des-(1-3) IGF-I (Fig. 22A) se 
redujo la expresión en un 84% para el IGF-I y en casi un 100% para el Des-(1-3) IGF-I, 
comportamiento que no había sido observado para las otras proteínas de unión y que 
sugiere un importante control negativo de la IGFBP-5 por parte del IGF-I y la 
intervención de factores adicionales de control.  Para las células interferidas contra el 
IGF-IIR se conservo la tendencia observada en las demás BPs donde las células 
disminuyen la expresión de la IGFBP-5 bajo todos los tratamientos, en este caso 
particular el mayor descenso se da para la insulina con un 98%. 
6.7.6. IGFBP-6  
El comportamiento mostrado por la línea celular PC-3 control indicó un descenso en la 
expresión de la IGFBP-6 en cada uno de las tratamientos realizados incluyendo 
insulina y Des-(1-3) IGF-I y ningún cambio significativo con IGF-II, comportamiento 
similar al de la IGFBP-5, aunque en este caso el mayor descenso en expresión fue 
exhibido  para la condición con insulina donde se encontró una reducción del 85% 
(Fig. 23). Por otra parte, la línea celular PC-3 shIGF-IR ostentó un incremento de 
IGFBP-6 al estimular con IGF-I, IGF-II e Ins, superando este último, en 140 veces al 
control, no obstante el Des-(1-3) IGF-I redujo la expresión de la IGFBP-6 en un 60%, 
conductas similares fueron observadas en IGFBP-5 pero en particular para la IGFBP-6 
su respuesta a insulina en ausencia del IGF-IR fue considerablemente grande. 
Finalmente, la línea celular PC-3 shIGF-IIR mostró un disminución en la expresión de 
esta proteína de unión con cada uno de los estímulos, logrando reducirla hasta un 
96% bajo estimulación con IGF-II, la insulina fue el ligando que menos disminuyo la 
IGFBP-6 en tan solo un 20%. 
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Figura 23. Expresión de la IGFBP-6 en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR estimuladas con los ligandos del sistema IGF. Células previamente 
privadas de SFB fueron estimuladas con (A) IGF-I (10nM) o Des-(1-3) IGF-I y (b) IGF-II 
(10nM) o Ins (10 nM) (10nM) durante 6 h. La expresión de las proteínas de unión a los 
IGFs fue determinada  con respecto al gen de referencia β-Actina y es normalizada 
frente a las células sin estimulo de cada línea celular. Los datos son mostrados en 
escala logarítmica. * indica tratamientos que significativamente incrementaron la 
expresión por encima de  su control (p<0,05). 
 
En términos generales se encontró una disminución de la expresión de casi todas las 
IGFBPs bajo tratamiento con IGF-I o IGF-II (exceptuando la IGFBP-1 y -4 estimulada 
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con IGF-I y la IGFBP-6 con IGF-II). Por el contrario se halló un incremento en la 
expresión de las IGFBP-1, -2, -3 y -4 al estimular con insulina o Des-(1-3) IGF-I.  
 
La interferencia del IGF-IR, alteró los comportamientos observados en las células PC-
3 normales, resultando en incrementos de la expresión de las IGFBP-1, -2, -3 y -4 bajo 
todas las condiciones de estimulación empleadas (excepto la IGFBP-2 con IGF-I). 
Adicionalmente la interferencia del IGF-IIR condujo a descensos en la expresión de 
todas las IGFBPs, exceptuando la IGFBP-3 bajo tratamiento con insulina, indicando un 
control vital del IGF-IIR en la expresión los moduladores de la bioactividad de  los 
IGFs. Un resumen de los resultados obtenidos son ilustrados en la tabla 6.  
 
Línea 
Celular  
Tratamiento IGFBP-
1 
IGFBP-
2 
IGFBP-
3 
IGFBP-
4 
IGFBP-
5 
IGFBP-
6 
PC-3 IGF-I + - - = -- - 
Des-(1-3) 
IGF-I 
+++ ++ +++ ++ - - 
IGF-II - - - - - = 
Insulina ++ ++ ++ + - - 
        
PC-3 
shIGF-IR 
IGF-I ++ = + + - + 
Des-(1-3) 
IGF-I 
++ + + ++ --- - 
IGF-II ++ ++ + + + + 
Insulina ++ + ++ +++ ++ +++ 
        
PC-3 
shIGF-
IIR 
IGF-I -- -- - - - -- 
Des-(1-3) 
IGF-I 
-- -- - - -- - 
IGF-II -- -- -- -- - -- 
Insulina -- -- + - -- - 
 
Tabla 6. Tabla resumen cambios de expresión en las IGFBPs en las líneas 
celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y PC-3 shIGF-IIR. (+) Indica incremento significativos 
en expresión, (-) indica disminución significativa en la expresión, (=) indica que no hay 
cambios significativos en expresión. 
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6.8. IGF-II y/o RGD influencian la expresión de las 
IGFBPs 
Los resultados anteriormente expuestos evidencian por primera vez un papel de los 
receptores y ligandos del sistema IGF en la regulación de la expresión de las IGFBPs 
en células de cáncer de próstata independiente de andrógenos. Dada la relevancia de 
estos hallazgos surgió el cuestionamiento de si la regulación de las IGFBPs también 
podría explicarlos efectos combinados del IGF-II y el péptido RGD. Dado que RGD 
representa una aproximación de componentes de la matriz extracelular puede aportar 
información valiosa de los mecanismos moleculares relacionados con invasividad  y el 
papel potencial de las IGFBPs, razón por la cual se procedió a determinar también los 
perfiles de expresión de IGFBPs en los tres modelos empleados, con estimulación de 
IGF-II y/o RGD durante 6 horas. 
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Figura 24. Expresión de las IGFBPs en las líneas celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y 
PC-3 shIGF-IIR bajo tratamiento con IGF-II y/o RGD. Células previamente privadas 
de SFB fueron estimuladas con IGF-II (10 nM) y/o RGD (0,0018ug/ul) durante 6 h. (A) 
IGFBP-1, (B) IGFBP-2, (C) IGFBP-3, (D) IGFBP-4, (D) IGFBP-5 y (E) IGFBP-6. La 
A B 
C D 
E 
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐1
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐2
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐3
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐4
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐5
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
IG
F‐II RGD
IG
F‐II/
RG
D
0.01
0.1
1
10
100
PC‐3
PC‐3 shIGF‐IR
PC‐3 shIGF‐IIR
IGFBP‐6
Ex
pr
es
ió
n R
el
at
iv
a
* ** 
*
* 
* 
* 
*
* * 
*


















 








70 Estudio de IGFBPs e interacciones con el sistema IGF en PC-3
 
expresión de las proteínas de unión a los IGFs fue determinada  con respecto al gen 
de referencia β-Actina y es normalizada frente a las células sin estimulo de cada línea 
celular. Los datos son mostrados en escala logarítmica. * indica tratamientos que 
significativamente incrementaron la expresión por encima de  su control (p<0,05). 
 
Al igual que en los resultados obtenidos para los patrones de expresión de las IGFBPs 
tratados con los ligandos del sistema IGF en los tres modelos celulares, se 
encontraron comportamientos compartidos entre las diferentes proteínas de unión 
estimuladas con IGF-II y/o RGD.  Se encontró de forma generalizada que en las 
células PC-3 se presentan descensos en los niveles de transcritos de IGFBPs 
estimuladas con IGF-II y/o el péptido RGD de activación de integrinas (Fig. 24),  es 
notorio que las integrinas no han sido relacionadas con un control en la modulación de 
la biodisponibilidad de los IGFs. Por su parte, la interferencia del IGF-IR condujo a un 
incremento en la expresión de IGFBPs bajo estimulación con IGF-II o RGD (excepto 
IGFBP-3), mientras que la co-estimulación IGF-II/RGD mantuvo constantes los niveles 
de las IGFBP-2, -3 y -4  y redujo los de las IGFBP-1, -5 y -6. Sugiriendo que el IGF-II y 
el péptido RGD independientemente regulan negativamente o positivamente la 
expresión de IGFBPs dependiendo de los niveles de IGF-IR presentes en la célula, 
pero que conjuntamente pueden alterar ese comportamiento. En relación a la línea 
celular PC-3 shIGF-IIR, se observó una tendencia similar a las descritas previamente, 
ya que para cada uno de los ligandos empleados se generaron descensos en la 
expresión de as IGFBPs, exceptuando a la IGFBP-1, donde sus niveles se 
mantuvieron constantes. Un resumen de los resultados obtenidos son ilustrados en la 
tabla 7.  
 
Línea 
Celular  
Tratamiento IGFBP-
1 
IGFBP-
2 
IGFBP-
3 
IGFBP-
4 
IGFBP-
5 
IGFBP-
6 
PC-3 IGF-II - - - - - = 
RGD - - - - -- -- 
IGF-II/RGD -- -- - -- -- - 
        
PC-3 
shIGF-IR 
IGF-II ++ ++ + + + + 
RGD + + = + + + 
IGF-II/RGD - = = = - - 
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PC-3 
shIGF-IIR 
IGF-II -- -- -- -- - -- 
RGD -- - - - - -- 
IGF-II/RGD --- - - - - - 
 
Tabla 7. Tabla resumen cambios de expresión en las IGFBPs en las líneas 
celulares PC-3, PC-3 shIGF-IR y PC-3 shIGF-IIR bajo estímulo con IGF-II y/o RGD. 
(+) Indica incremento significativos en expresión, (-) indica disminución significativa en 
la expresión, (=) indica que no hay cambios significativos en expresión. 
6.9 Análisis bioinformático reveló relaciones de IGFs, 
factores de transcripción y expresión de IGFBPs 
Con base en la evidencia experimental anterior que indica una relación entre IGFs y 
sus receptores en la modulación de la expresión de las IGFBPs, se procedió a realizar 
análisis in silico para construir redes de interacción entre proteínas que condujeran a la 
identificación de posibles factores de transcripción y sus sitios de unión en la región 
promotora de los genes de las seis IGFBPs. 
 
Para cada una de las proteínas de unión a los IGFs se construyeron redes de 
interacción como se muestra en la figuras 25-30.  Estas primeras relaciones entre 
componentes del sistema IGF y factores de transcripción arrojan asociaciones en 
algunos casos basadas en evidencias experimentales, como la observada entre HIF-
1a/ARNT (línea fucsia) (Fig. 25) o generadas por asociación en bases de datos, como 
la observada entre INS e IGFBP-4 (línea amarilla) (Fig. 25).  
 
En relación con IGFBP-1 se destacan relaciones directas con los factores de 
transcripción foxa2, foxo1a, NR3C1 y HIF-1α/ARNT, los cuales se encuentran también 
asociados a insulina (excepto NR3C1). Adicionalmente, IGF-I, IGF-II e IGF-IR 
mostraron una asociación directa con foxo1a. Estos hallazgos sugieren una 
intervención de las proteínas fox en los efectos mediados por IGFs e insulina, que 
como se ha visto en los resultados anteriores también involucran la expresión de las 
IGFBPs. 
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Figura 25. Red de interacciones indica regulación de la IGFBP-1 por parte de la 
insulina e IGF-I por intervención de proteínas FOX. 
 
 
 
 
 
Figura 26. Red de interacciones relaciona regulación de la IGFBP-2 por 
intervención de MEN1.  
 
En el caso de la IGFBP-2 la red obtenida fue visualizada con el criterio de conocer no 
solo la interacción sino también su significado funcional. Por ejemplo, la proteína Men1 
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(neoplasia endocrina múltiple I) involucrada con la reparación del ADN, mostró una 
regulación negativa de la expresión de la IGFBP-2, aunque aún no se ha vinculado 
con el sistema IGF (Fig. 26). En adición, se encontró que Men1 puede unirse a 
diferentes factores de transcripción como Hoxa9, Smad3 y JunD. 
 
Figura 27. Red de interacciones relaciona regulación de la  IGFBP-3 por 
intervención de HIF-1α. 
 
 
 
 
Figura 28. Red de interacciones relaciona regulación de la IGFBP-3 por 
intervención de RUNX1. 
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En cuanto a la IGFBP-3, se construyeron dos redes independientes dada la 
complejidad de su regulación y a un mayor número de proteínas involucradas con la 
misma (Fig 27 y 28). En primer lugar, se logró identificar una intervención indirecta del 
HIF-1α previamente relacionado con la IGFBP-1, cuya intervención está vinculada con 
la proteína supresora de tumores p53, algo que indirectamente también relaciona a los 
IGFs y a la IGFBP-2 (Fig. 27). Por otra parte, se identificó a la proteína Runx1 como un 
regulador negativo de la expresión de la IGFBP-3 y al IGF-I como un mediador que 
incrementa la actividad de Runx1 (Fig. 28), algo que conecta a esta tres proteínas y 
que posiblemente este mediado vía IGF-IR. 
 
Las redes de interacción desarrolladas para las IGFBP-4 y -5 mostraron relaciones 
poco claras, razón por la cual la red generada para la IGFBP-5 no es incluida, sin 
embargo se encontró para la IGFBP-4 un vínculo indirecto con la proteína PIAS2 
(proteína inhibidora de STAT activado), la cual está asociada con Akt1, una proteína 
clásicamente involucrada con la activación del IGF-IR e IR. Así mismo, nuevamente se 
observó una intervención de las proteínas fox, siendo las foxo1a y foxo3a las más 
cercanas e indicando una conexión con IGF-I. 
  
 
 
Figura 29. Red de interacciones relaciona regulación de la IGFBP-4 por 
intervención de PIAS2. 
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En cuanto a la IGFBP-6, se identificó una relación con Gli1, una proteína de la familia 
de factores de transcripción de dedos de zinc gli (Fig. 30). Gli1 muestra una conexión 
con shh (sonic hedgedog), y con miembros del sistema IGF como el IGF-II e IGFBP-3. 
No obstante ningún otro factor de transcripción fue relacionado. 
  
 
 
 
Figura 30. Red de interacciones relaciona regulación de la IGFBP-6 por 
intervención de GLI1. 
  
  
 
 
 
 
 
Figura 31. Análisis de los sitios de unión a factores de transcripción en el promotor de las IGFBPs. El análisis de los sitios de unión a 
FT fue empleando MatInspector (Genomatix Software suite v2.0) y solo fueron tenidas en cuenta regiones con una matriz de similaridad de 
mínimo 0.800 siendo el máximo valor 1.00.  
  
 
Teniendo en cuenta los factores de transcripción identificados por medio de las redes de 
interacción relacionadas con la expresión de las proteínas de unión a IGFs, se procedió a 
identificar la presencia de elementos de respuesta para estas proteínas en los 
promotores de las seis IGFBPs. 
 
Los resultados del análisis abarcaron regiones de mínimo 600 y máximo 1300 pb en la 
región promotora. Se encontraron elementos de respuesta a factores fox en los 
promotores de IGFBP-1 (-297, -156 y 16 pb), IGFBP-2 (-228, -162 y 12 pb), IGFBP-4 (-
671 pb), IGFBP-5 (-385 y -293 pb) e IGFBP-6 (-176 pb). Las características y los 
puntajes de similaridad asignados a cada región pueden ser observados en los anexos 
B-G.  
 
El análisis de sitios de unión a factores de transcripción del promotor del gen de la 
IGFBP-2 reveló la presencia de un sitio de unión AP-1/jun localizado a -351 pb del sitio 
de inicio de transcripción (Fig. 31). También se encontraron sitios para los genes hox 
parálogos 1-8 de los cuatros grupos A, B, C, D (-271 y 75 pb), sin embargo no se 
encontraron sitios de unión para proteínas de la familia SMAD, como si fue observado 
para IGFBP-1 (316 pb) y -4 (-294 pb). Adicionalmente, se encontró un elemento de 
respuesta a hipoxia para heterodimeros HIF1α/ARNT y dos sitios de unión para p53 (-96 
y -25 pb) (Fig. 31). En IGFBP-3 también se identificó un sitio de unión a p53 ubicado a 
aproximadamente -71 pb y tres elementos de respuesta a hipoxia  (229, 336 y 337 pb), 
que igualmente fue encontrado en IGFBP-4. En relación a la participación de Runx1 en la 
expresión de IGFBP-3 el análisis de sitios de unión a factores de transcripción en 
regiones contiguas al TSS del gen de la IGFBP-3 no reveló la presencia de sitios de 
unión a Runx1, aunque si fue detectado exclusivamente en la IGFBP-5 (HAML).  
 
El análisis del promotor de la IGFBP-4 indicó un sitio de unión para STAT (   -386 pb), 
hecho que la relaciona con los hallazgos de las rede de interacción que muestran un 
vinculo indirecto de PIAS2 con IGFBP-4. Regiones de unión para proteínas STAT 
también fueron encontrados en IGFBP-5 e IGFBP-6.  
 
Finalmente, en cuanto a la IGFBP-6, se identificaron tres sitios de unión a la familia gli de 
dedos de zinc en las posiciones -123, -66 y 66 pb en relación al TSS. Así mismo este tipo 
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de regiones fueron identificadas comúnmente para todas las demás proteínas de unión a 
IGFs, exceptuando la IGFBP-5. 
  
 
 
  
 
 
 
7. Discusión 
Este proyecto se planteó como un estudio básico experimental, dirigido a identificar los 
niveles de transcritos de ARNm de las seis proteínas unión a los IGFs y a comparar los 
patrones de expresión en la línea celular PC-3 de cáncer de próstata y silenciada para 
los receptores de IGF-I o IGF-II, a través de la perspectiva de un análisis de expresión de 
ARNm por PCR en tiempo real. Así como reconocer posibles moduladores de los niveles 
de transcritos de IGFBPs dentro del sistema IGF en cáncer de próstata. El estudio de 
expresión de ARNm permite determinar en una célula los cambios inducidos por un 
agente natural o artificial durante un proceso biológico y dada la sensibilidad de la técnica 
de PCR en tiempo real, ligeros cambios pueden ser detectados. 
Los perfiles de expresión de las seis IGFBPs obtenidos en esta investigación son de los 
primeros conjuntos de datos en la línea celular PC-3 normal y sometida a interferencia de 
los receptores de IGF-I o IGF-II. Previamente se han realizado algunos análisis de los 
niveles de transcritos de estas proteínas en la línea celular PC-3 de manera individual 
dejando de lado la visión de red y la importancia del equilibrio entre los miembros del 
sistema IGF. En consecuencia, este trabajo se mantiene innovador y determina puntos 
clave en el proceso de regulación de las IGFBPs que afectan procesos determinantes en 
la malignización celular. 
Estudios previos desarrollados en el Grupo de Investigación en Hormonas en la línea 
celular PC-3 han mostrado interesantes respuestas biológicas a los ligandos del sistema 
IGF [124], presentando incrementos significativos en proliferación celular bajo estímulos 
con IGF-II o Des-(1-3) IGF-I, así como un efecto potenciador al co-estimular con IGF-II y 
el péptido RGD de activación de integrinas (Fig. 5, 6 y 7). Conductas similares fueron 
observadas al estudiar la migración e invasión celular bajo los mismos tratamientos (Fig. 
6 y 11A). Estos resultados indican un fuerte papel de las IGFBPs en la modulación de los 
efectos de los IGFs y además señalan una asociación entre la integrina αVβ3 e IGF-II en 
proliferación, migración e invasión celular en cáncer de próstata independiente de 
andrógenos (Figs. 6, 7 y 8). El planteamiento de una interferencia en la expresión de los 
receptores IGF-IR o IGF-IIR en la línea celular PC-3 permitió caracterizar y analizar las 
posibles rutas que intervienen en los efectos de los ligandos o co-estimuladores del 
sistema y estudiar sus implicaciones en proliferación e invasión. 
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7.1. Papel de los receptores del sistema IGF en la 
expresión de las IGFBPs 
La caracterización de la expresión de los miembros del sistema IGF en los modelos 
silenciados permitió establecer que la interferencia afecta la expresión de varios 
miembros del sistema y por tanto es preciso considerar estos cambios para el análisis de 
los resultados. La línea celular PC-3 shIGF-IR mostró una disminución del 30% en la 
expresión del IGF-IIR, evento que podría reducir la internalización del IGF-II y favorecer 
las acciones inducidas por este ligando. Por otro lado, el IR se encontró disminuido en un 
43% (Fig. 16A) y teniendo en cuenta que la interferencia del IGF-IR fue del 95% hay que 
considerar la posibilidad de la formación de receptores híbridos. Autores sugieren que 
existen mecanismos que favorecen la formación de híbridos sobre los homodímeros [44] 
por lo que se puede esperar que la formación de receptores híbridos en tan bajas 
proporciones de IGF-IR se vea favorecida (  10% de HRs) y dado que su ligando de 
mayor afinidad es el IGF-I (afinidad 30 veces mayor que por el IR), es posible que en 
este modelo los efectos ejercidos por el IGF-I sean mediados predominantemente por los 
HRs. En contraste, en la línea celular PC-3 shIGF-IIR se encontró un incremento de 90 
veces del IGF-II y 36 veces del IR en relación a las células normales, lo que podría 
conllevar a una incrementada señalización del receptor de insulina estimulada por IGF-II 
en este modelo (Fig. 16B).  
En adición a lo encontrado en los receptores y ligandos del sistema, se determinaron los 
perfiles basales de expresión de las proteínas de unión a los IGFs en las células 
normales y en las células interferidas para el IGF-IR o IGF-IIR. Las células sin 
interferencia mostraron altos valores indicando una expresión constitutiva, siendo IGFBP-
3 la de mayores valores e IGFBP-1 y -2 las de menores (Fig. 17); esto contrasta con el 
único reporte de expresión de las IGFBPs en esta línea celular, donde los mayores 
niveles de ARNm los exhiben IGFBP-4 y -6 y los más bajos IGFBP-2  y -5 [3], debido 
posiblemente a las diferencias experimentales entre estos dos trabajos donde las 
condiciones de cultivo y de PCR son distintos, partiendo de diferentes tiempos, medios 
de cultivos y sondas que generan amplímeros de mayor tamaño.  De los anteriores, el 
tiempo es uno de los factores que influencian mayoritariamente los niveles de transcritos 
de las IGFBPs, puesto que tanto la secreción autocrina de factores como el cambio de 
las condiciones con el tiempo (confluencia, tiempo sin SFB, cambio en la composición del 
medio) pueden alterar su regulación y reflejarse en diferentes patrones de expresión. De 
hecho, en condrocitos se ha visto que la expresión de algunas BPs especialmente de la 
IGFBP-3 e IGFBP-5 cambia de manera tiempo-dependiente [145], por lo que es preciso 
considerar las condiciones y el tiempo al cual se realizan los análisis de expresión de las 
IGFBPs.  
La línea celular PC-3 es un modelo celular ampliamente usado para el estudio del cáncer 
de próstata en estados avanzados dadas sus características altamente invasivas, 
independencia a andrógenos y a la ausencia de receptores androgénicos. Los niveles 
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basales de expresión de la IGFBP-3 indican que es la proteína de unión con mayor 
expresión de ARNm en los tres modelos establecidos y esto sugiere una asociación con 
las características propias de la línea. Trabajos anteriores han mostrado que células PC-
3 establemente transfectadas con un constructo de AR activo constitutivamente 
disminuyen la expresión de ARNm y proteína de la IGFBP-3 [146] por lo que la ausencia 
innata de ARs en las PC-3 podría estar influenciando y evidenciándose en los altos 
niveles de transcritos de IGFBP-3. Por otro lado, la IGFBP-2 se encuentra expresada en 
menor proporción que las demás proteínas de unión bajo las condiciones experimentales 
de este estudio y las anteriormente reportadas [3]. Incrementados niveles de IGFBP-2 
son correlacionados con la presencia de canceres avanzados y ha sido implicada en la 
progresión del cáncer de próstata a estados resistentes a castración [147, 148]. Varios 
reportes indican una asociación entre los niveles de IGFBP-2 y tratamiento con 
andrógenos pero estos difieren entre sí: tres estudios independientes mostraron que 
tratamiento con andrógenos incrementa ARNm [149] y proteína [150] de la IGFBP-2 en 
LNCaP (AR+), mientras que otros estudios indican que los andrógenos reprimen sus 
niveles de ARNm  y proteína en la misma línea celular [151, 152]; sin embargo, a pesar 
de las contradicciones se sabe que aproximadamente 2000 pares de bases corriente 
arriba del sitio de inicio de transcripción en el gen de la IGFBP-2 se presentan dos sitios 
de unión a receptores de andrógenos (AR) [9]. Nuestro modelo estaría en concordancia 
con los estudios que indican una estimulación de la síntesis de IGFBP-2 por parte de los 
andrógenos, dada la insensibilidad a esta hormona de la línea celular PC-3 y los bajos 
niveles de IGFBP-2 identificados. Vale la pena resaltar que a pesar de que la IGFBP-2 
fue una de las BPs de menor expresión comparativamente con las demás, sus niveles 
basales de expresión son altos, algo que realza la importancia del análisis en paralelo de 
todas las BPs ya en este caso las seis proteína de unión a IGFs tienen una alta 
expresión, pero comparativamente algunas tienen mayor expresión que otras algo que no 
puede verse cuando se realizan estudios de expresión a nivel individual. 
Un análisis de sitios de unión a factores de transcripción (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-
bin/tess/tess) de las ~2000 pb corriente arriba del sitio de inicio de transcripción del gen 
de la IGFBP-1 reveló la presencia de un sitio de unión a AR, que se encuentra 
aproximadamente 850 pb (datos no mostrados). Hecho que sugiere al igual que para la 
IGFBP-2 un papel de AR en su regulación. 
De acuerdo a los resultados hallados en este estudio, los niveles de transcritos de las 
proteínas de unión a los IGFs disminuyen en ausencia del IGF-IR o del IGF-IIR, 
mostrando descensos de hasta el 49% (Fig. 17), hechos que sugieren una intervención 
por parte de estos receptores en la expresión de las IGFBPs. Información adicional de 
cómo afectan los receptores la expresión de estas proteínas es proporcionada por los 
hallazgos realizados en los perfiles de IGFBPs bajo estimulación con los ligandos del 
sistema. Se encontraron ciertos comportamientos comunes entre las IGFBP-1, -2, -3 y -4 
que en general indican que la insulina y el Des-(1-3) IGF-I son los factores que afectan 
de forma más radical su expresión, generando incrementos significativos en comparación 
al control (Tabla 6), suceso que involucra una acción de la insulina mediada por su propio 
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receptor en la regulación de estas cuatro proteínas de unión (el comportamiento de la 
IGFBP-5 y -6 será discutido posteriormente). Este mismo comportamiento de la insulina 
se conserva en las células PC-3 shIGF-IR lo que soporta la intervención de este receptor 
en la activación de la transcripción de BPs moduladoras de los IGFs. En relación a la 
insulina, la información proporcionada por sus acciones regulatorias en la expresión de 
las IGFBPs ha sido estudiada esencialmente para las IGFBP-1 y -2 por su papel en la 
homeostasis metabólica que muestra una correlación inversa con los niveles de insulina 
en plasma[75]. Tanto la IGFBP-1 e IGFBP-2 presentan en su promotor un elemento de 
respuesta a insulina que regula su síntesis, sin embargo los estudios de esta regulación a 
nivel local no han avanzado al mismo ritmo. Para la IGFBP-5 hay reportes en mioblastos 
y en SMCs de la estimulación de ARNm tiempo dependiente al tratar las células con 
insulina [153, 154]. En cuanto a la IGFBP-4 existen reportes en mioblastos, en células de 
neuroblastoma y granulosas que indican una estimulación de la secreción bajo 
tratamiento con insulina [155, 156], pero hasta el momento no existen reportes en 
expresión ni en PCa. La insulina no ha sido asociada hasta el momento con la 
modulación de los niveles de transcritos de IGFBP-3 e IGFBP-6, por lo que este es el 
primer trabajo donde se postula asociación ente estos dos elementos.  Las implicaciones 
que esto tiene en la fisiología celular radican en el control de los efectos mitogénicos y 
anti-apoptóticos de los IGFs por parte de la insulina por medio de este nuevo mecanismo 
que  implica la modulación de la expresión sus reguladores.  
Por su parte, el análogo de IGF-I denominado Des-(1-3) IGF-I el cual conserva su 
afinidad por el receptor del IGF-I, pero posee una baja  afinidad por las proteínas de 
unión a los IGFs, permitió evadir el control de su biodisponibilidad y por tanto los errores 
cometidos comúnmente en el estudio de los efectos de los IGFs. Des-(1-3) IGF-I también 
puede incrementar los niveles de ARNm de las IGFBP-1, -2, -3 y -4; no obstante a 
diferencia de la insulina puede ejercer sus acciones vía IGF-IR y/o HRs esencialmente. 
Es decir que el IGF-I también puede ejercer un control de la expresión de sus propios 
reguladores vía IGF-IR y/o HRs y en conjunto con lo obtenido para insulina es posible 
que las mismas vías sean activadas por IGF-I e insulina vía receptores del sistema IGF 
dada la homología entre estos dos receptores. Sin embargo, es preciso considerar que a 
diferencia del Des-(1-3) IGF-I la influencia del IGF-I en general no conduce a incrementos 
en expresión de las IGFBPs (ligeramente a la IGFBP-1), indicando que a pesar de las 
habilidades del IGF-I en regular positivamente a estas IGFBPs, sus niveles disponibles 
van a ser un factor determinante en la expresión de las mismas. De acuerdo a otros 
estudios el IGF-I puede ejercer acciones opuestas dependiendo de si es adicionado en 
bajas o altas dosis alterando la expresión de otras proteínas positiva o negativamente 
respectivamente [157]. Teniendo en cuenta que las proteínas de unión a los IGFs se 
expresan de manera constitutiva  y en altos niveles, se infiere que bajo estimulación con 
IGF-I se va a dar una interacción IGF-I-IGFBP, que a su vez va a generar una 
disminución en los niveles de factor de crecimiento disponible reduciendo la interacción 
con su receptor, afectando la señal y así mismo la transcripción de IGFBPs, lo que no 
puede darse con el Des-(1-3) IGF-I; esto es preciso corroborarlo a nivel de proteína. No 
obstante los resultados indican que el receptor del IGF-I y el de insulina intervienen en la 
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modulación de la expresión de las IGFBPs de manera positiva o negativa dependiendo 
de los niveles disponibles de ligando que pueden desplazar el equilibrio en una dirección 
u otra. Esto ha sido también propuesto en células de neuroblastoma donde se afirma que 
existen mecanismos de regulación negativa que cambian a lo largo del tiempo de 
acuerdo al secuestro de IGFs y a la liberación de nuevas IGFBPs [155]. Adicionalmente, 
el comportamiento de las células interferidas para el IGF-IR bajo estimulación con IGF-I 
genera incrementos de las BPs mencionadas, algo que sugiere que además de la 
importancia de la disponibilidad de ligando existen factores de control negativo propios de 
cada IGFBP y relacionados con el IGF-IR. 
En contraste, el IGF-II disminuye los niveles de transcritos de las IGFBP- 1 a -5 en las 
células no silenciadas sugiriendo su acción vía IGF-IR, IR y/o HRs lo que amplía su 
espectro de acción; esto junto con sus altos niveles de expresión en la línea (13 veces 
más que el IGF-I [158]) podría conducir a una mayor potencia de la señal inducida. Aún 
no ha sido demostrado que el IGF-II al igual que el IGF-I desplace la señalización positiva 
o negativamente dependiendo de su dosis, pero dada la alta homología con el IGF-I es 
posible que esto ocurra, no obstante el empleo de análogos al IGF-II que pierdan su 
interacción con las IGFBPs y de diferentes dosis del mismo podrían aclarar este punto. 
Notablemente, se presenta una inversión en el comportamiento del IGF-II generando 
incrementos de las IGFBPs en las células interferidas del IGF-IR, lo cual se relaciona por 
un lado con aumentos en la biodisponibilidad del IGF-II dada la disminución de expresión 
del IGF-IIR y por otro lado obligándolo a actuar vía IR y/o HRs, sugiriendo nuevamente 
un papel del IGF-IR negativo e IR y/o HRs positivo en la expresión de las IGFBPs 
respectivamente. De todas los ligandos del sistema IGF, el IGF-II fue el que ostento el 
comportamiento más constante en la regulación de las IGFBPs, por tanto estos 
resultados conducen de manera contundente a pensar que el IGF-II puede modular 
negativamente la expresión de las IGFBP-1, -2, -3, -4 y -5  vía IGF-IR y positivamente vía 
IR y/o HRs. 
La IGFBP-1 fue la única proteína de unión cuya expresión fue estimulada por el IGF-I en 
las células sin interferir y en mayor proporción por el Des-(1-3) IGF-I, lo cual sugiere que 
IGF-I en particular interviene en la modulación positiva de los niveles de la IGFBP-1 y 
que su biodisponibilidad es un factor que determina los niveles a los cuales se expresa 
esta proteína de unión. Llama la atención el hecho de que el IGF-I no reduzca la 
expresión de la IGFBP-1 a diferencia de las otras proteínas de unión y que incluso bajo el 
control de las BPs y probablemente en una menor concentración puede generar una 
señal positiva de expresión, pero en especial para esta proteína de unión esto no 
necesariamente significa una inhibición en los efectos de los IGFs, puesto que la 
modulación inhibitoria o potenciadora de los IGFs por la IGFBP-1 está relacionada 
principalmente con su estado de fosforilación presentando menor afinidad en estado 
desfosforilación e incrementada afinidad cuando se encuentra fosforilada [57, 75]. Por su 
parte, la insulina incrementó la expresión de la IGFBP-1, sin embargo otros reportes 
indican que esta es regulada de manera negativa por la insulina aunque esto se  ha 
estudiado principalmente a nivel sistémico donde el hígado juega un papel clave en la 
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producción de IGFBP-1 pero no de manera local [75]. Algo interesante en este punto es 
que la acción de la insulina sobre la expresión de la IGFBP-1 puede ser antagonizada 
cuando la MAP quinasa p42/p44 es fuertemente activada, por tanto las señales 
mitogénicas potencialmente anulen los efectos de la insulina sobre la expresión de la 
IGFBP-1 [159]. Esto podría implicar por un lado un comportamiento diferencial a nivel 
local y dependiente del tejido de origen y por otro lado sugiere la posibilidad de que 
fuertes señales mitogénicas estén influenciando la respuesta a insulina, lo cual es viable 
dadas las características de esta línea celular. 
La IGFBP-5 muestra uno de los comportamientos más interesantes de las seis proteínas 
de unión puesto que junto con la IGFBP-6 son las únicas que aparentemente no 
responden positivamente a la estimulación con insulina y Des-(1-3) IGF-I en la línea no 
interferida, sin embargo es notorio que la insulina si logra incrementar los niveles de 
transcrito de IGFBP-5 en las células PC-3 shIGF-IR, es decir que al igual que con las 
otras BPs puede vía IR modular positivamente la expresión de esta BP pero que no es 
percibible en el modelo sin interferencia, muy probablemente porque su regulación es 
más compleja (dados sus efectos potenciativos) e involucra otros factores relacionados 
con el IGF-IR, hasta el momento se ha identificado que andrógenos, AMPc, PGE2 
(prostaglandina E2),  cortisol, OP-1 (proteína osteogenica -1) juegan un papel importante 
en su regulación, pero aún faltan más estudios que indiquen quienes la influencian y los 
mecanismos de acción. Por otro lado, el IGF-I disminuye la expresión de ARNm de la 
IGFBP-5 y es un efecto que se conserva en ausencia del IGF-IR excluyendo la 
participación de este receptor en la modulación de los niveles de IGFBP-5 por el IGF-I. 
Es de notar que al silenciar el IGF-IR las células bajo estimulo con Des-(1-3) IGF-I anulan 
casi completamente la expresión de esta proteína de unión involucrando a los HRs en la 
modulación negativa de la IGFBP-5 por parte del IGF-I, sin embargo como se menciono 
anteriormente aún no es claro si el IGF-I puede activar vías de señalización diferenciales 
dependiendo de su unión al IGF-IR o a HRs, pero estos resultados indican que podría ser 
así. Adicionalmente, comportamientos similares en la expresión de la IGFBP-5 en otros 
tipos celulares han sido también reportados. En células endoteliales retínales humanas 
(HREC) y en osteosarcoma se encontró que tanto insulina y Des-(1-3) IGF-I fueron 
incapaces de incrementar los niveles de IGFBP-5  [160, 161] y en músculo esquelético 
humano la expresión de la IGFBP-5 no es alterada por nutrientes e insulina [162]. Sin 
embargo, es preciso aclarar que varios trabajos independientes han encontrado en 
particular para la IGFBP-5 que los niveles de ARNm no necesariamente se co-relacionan 
con aumentos en proteína en el medio y que los niveles de ARNm observados pueden no 
representar el mecanismo completo y un posible efecto directo de IGF-I sobre IGFBP-5 
necesita ser considerado. Giannini et al. [160] mostraron que el bloqueo del IGF-IR o IR 
es incapaz de bloquear el incremento de IGFBP-5 secretada en presencia de IGF-I, por 
lo que sugieren que el incremento en concentraciones de IGFBP-5 secretada ocurren 
después de la desunión de esta proteína de unión de la membrana celular o MEC que es 
inducida por el IGF-I de forma independiente del IGF-IR. En nuestro caso es posible que 
los niveles de transcrito de la IGFBP-5 no se correlacionen con la cantidad de proteína 
secretada, no obstante es necesaria la corroboración de estos resultados determinando 
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las concentraciones de proteína secretada, lo cual también permitiría corroborar su 
posible intervención en la potenciación de la invasión inducida por IGF-I en línea celular 
PC-3.  
La IGFBP-6 presentó un comportamiento similar a la IGFBP-5 bajo tratamiento con 
insulina, respondiendo negativamente en el modelo normal, y positivamente en el 
silenciado para el IGF-IR, sugiriendo nuevamente un papel de la insulina y de su receptor 
en la modulación de la IGFBP-6. La inhabilidad de la insulina en incrementar la IGFBP-6 
en presencia del IGF-IR sugiere controles adicionales relacionados con este receptor, no 
obstante los pocos estudios que abordan a esta proteína de unión impiden profundizar en 
este aspecto. También es importante notar que esta proteína presentó cambios más 
suaves en relación a los estímulos con IGF-I y su análogo comparativamente con las 
demás IGFBPs soportando el punto anterior. No obstante, el IGF-I y su análogo 
disminuyen la expresión de la IGFBP-6, pero a diferencia de la IGFBP-5 en la línea PC-3 
interferida para el IGF-IR, el IGF-I logra estimular la expresión de la IGFBP-6 aunque su 
análogo no, suceso relacionado en parte con la biodisponibilidad del ligando y los 
controles ejercidos por el receptor de IGF-I. Es decir, que una mayor disponibilidad de 
IGF-I puede generar una señal más fuerte y por tanto reducción en los niveles de 
transcrito de la IGFBP-6 posiblemente mediado por IGF-IR y/o HRs, los cambios 
observados en presencia mayoritaria de HRs sugieren que solo el estimulo mas fuerte 
logra disminuir la expresión, esto postula nuevamente al IGF-IR como regulador negativo 
y sugiere de manera reiterativa que el IGF-IR puede tener efectos duales dependiendo 
de la concentración de ligando disponible. Por su parte el tratamiento con IGF-II mantiene 
constantes sus niveles de expresión, no obstante el silenciamiento del IGF-IR conduce a 
incrementos, es decir que el IGF-II también puede afectar la expresión de la IGFBP-6 
pero esto va a depender en última instancia de la composición y proporción de  
receptores con la que pueda interactuar, aunque al igual que en los casos anteriores no 
es posible descartar un importante  control negativo mediado por el IGF-IR.  
A manera de resumen los resultados expuestos hasta el momento indican que sí hay un 
mecanismo de regulación de las IGFBPs dentro del sistema IGF que involucra la 
intervención de los receptores del sistema IGF, tanto IGF-IR, IR y HRs, así como sus 
ligandos IGF-I, IGF-II e insulina. El IGF-II ostenta un papel consistente en la expresión de 
todas las IGFBPs que conduce a descensos en presencia de IGF-IR e incrementos en su 
ausencia y por posible señalización vía IR y HRs, exceptuando la IGFBP-6. Por su parte, 
el IGF-I no muestra un comportamiento tan estable, sin embargo para las IGFBP-2, -3, -4 
y -6 puede disminuir su expresión en presencia del IGF-IR e incrementarlas por posible 
intervención de los HRs. Mientras que para la insulina sus acciones son esencialmente 
promotoras mediadas por su propio receptor. No obstante, aún falta esclarecer cuales 
son los mecanismos celulares que permiten sensar los niveles de IGFBPs e IGFs del 
entorno. A pesar de todas las similitudes mencionadas que reflejan indirectamente sus 
relaciones evolutivas compartiendo elementos regulatorios entre sí, cada IGFBP presenta 
sus propias particularidades indicando que su divergencia ha conducido a la aparición de 
factores adicionales que influencian su expresión (Fig. 31).  
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El direccionamiento de las IGFBPs como blancos naturales dirigidos a IGFs está 
tomando el rumbo más complicado empleando IGFBPs duales y no focalizando la 
atención en proteínas de unión con papeles consistentemente inhibitorios como la 
IGFBP-4 o la IGFBP-6 que curiosamente son de las menos estudiadas. El empleo de 
moduladores de su expresión como la vitamina D, retinoides, flavonoide silibina, 
flavonoides del té verde, galato de epigalocatequina, entre otros que busca incrementar 
la expresión de las IGFBPs en general [2], debe ser investigada con precaución 
analizando en paralelo la expresión de la IGFBPs y teniendo en cuenta la importancia del 
balance entre estas y las relaciones potenciativas e inhibitorias de cada una de estas. 
 7.2. Análisis bioinformático de las interacciones entre la 
expresión de IGFBPs y miembros del sistema IGF 
Como se ha venido mencionando IGF-IR e IR parecen estar relacionados con 
mecanismos de control negativo y positivo de la expresión de las IGFBPs, pero debido a 
la falta de estudios que soporten este tipo de relaciones y a la complejidad del sistema, 
es preciso profundizar en este aspecto haciendo uso de las herramientas bioinformáticas 
y de la gran cantidad de información disponible en línea acerca de las interacciones entre 
diferentes proteínas.  
Se realizó un análisis in silico para analizar por medio de redes de interacción la relación 
entre los receptores del sistema IGF y los factores de transcripción que podrían estar 
involucrados en la regulación de las IGFBPs. Dentro de los resultados arrojados por el 
programa STRING 8.3, se encontró una relación entre insulina o el IGF-IR e IGFBP-1 
que involucra la intervención de diferentes proteínas FOX (Forkhead box) (Fig. 25). Las 
proteínas FOX son una familia de factores de transcripción que desempeñan importantes 
papeles en la regulación de genes involucrados con el crecimiento, proliferación y 
diferenciación celular. Entre los miembros de esta familia las Foxo1A y FoxA2 fueron las 
más cercanas con el sistema IGF. Se sabe que insulina e IGF-I pueden vía PI3K/Akt 
inducir fosforilación, exclusión nuclear e inhibición de la activación transcripcional 
dependiente de FoxA2 y Foxo1 [163, 164]  y a su vez estos FT ha sido asociados con la 
regulación de la IGFBP-1 [165]. Foxo1, también conocido como FKHR, es un regulador 
clave de la homeostasis de glucosa, progresión del ciclo celular y apoptosis. Estudios 
antisentido indican que foxo1 contribuye a la función promotora basal de la IGFBP-1 y es 
requerido para mediar los efectos de insulina y PKB vía su elemento de respuesta a 
insulina [166]. Estos estudios apuntan a una regulación negativa de la expresión de la 
IGFBP-1 por parte de la insulina e IGF-I, sin embargo han sido desarrollados en modelos 
hepáticos, cuyo comportamiento en relación al sistema IGF e insulina difiere en gran 
medida de los demás tejidos. Adicionalmente, foxo1 ha sido postulado como un supresor 
de tumores debido a la deleción de su gen en varias líneas celulares, xenografts y 
especímenes clínicos de cáncer de próstata [167], suceso que podría influenciar las 
respuestas diferenciales en PCa a insulina en comparación a las encontradas en 
modelos hepáticos. 
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Los análisis realizados revelaron en el promotor del gen de la IGFBP-1 la presencia de 
tres regiones de unión a las proteínas fox en esa región (Fig. 31). Sugiriendo un papel de 
estas proteínas en la regulación de la expresión de la IGFBP-1 y una posible intervención 
de insulina e IGF-I presumiblemente vía sus propios receptores. Si bien la insulina ejerció 
importantes efectos en la expresión de la IGFBP-1, también influenció significativamente 
a las demás, así que surgió la necesidad de indagar la presencia de sitios de unión a 
proteínas fox en las secuencias adyacentes al sitio de inicio de transcripción del gen de 
cada una de las proteínas de unión a los IGFs. Dominios de unión de factores fox fueron 
encontrados en todas las proteínas de unión a IGFs (excepto IGFBP-3). El hecho de que 
las IGFBPs tengan en común estos sitios de unión focaliza la atención hacia el estudio de 
las proteínas fox en relación a los mecanismos de regulación de la expresión de las 
IGFBPs por parte de la insulina e IGF-I en cáncer de próstata.   
En cuanto a la IGFBP-2 se encontró en concreto una relación de inhibición de la 
expresión dada por la proteína MEN1, la cual interactúa con varios factores de 
transcripción como HoxA9, JunD y varias proteínas de la familia de las SMAD (Fig. 26). 
MEN1 es requerida para la represión del gen de la IGFBP-2, alterando la estructura de la 
cromatina que rodea al promotor del gen de la IGFBP-2 [168] y su sobre-expresión ha 
sido relacionada con la supresión de AP-1 (proteína activadora 1 mediada por JunD) 
inducida por insulina [169]. Aunque nunca ha sido relacionada directamente con vías de 
señalización de los receptores de IGFs, si ha sido relacionado con la somatostatina (sst) 
y sus receptores. La somatostatina ha sido asociada con disminución en los niveles 
circulantes de IGF-I [170] y a su vez estimula la expresión de la MEN1 inhibiendo la PKA 
[171]. El análisis de sitios de unión a factores de transcripción del promotor del gen de la 
IGFBP-2 identificó la presencia de un sitio de unión AP-1/jun (Fig. 31). También se 
encontraron sitios para los genes hox parálogos 1-8 de los cuatros grupos A, B, C, D; sin 
embargo, no se encontraron sitios de unión para proteínas de la familia SMAD, como si 
fue observado en otras BPs. Los hallazgos aquí mostrados son eventos congruentes con 
las redes de interacción obtenidas y que vinculan estos factores de transcripción con la 
regulación de IGFBP-2. 
Existen otros factores de transcripción relacionados con la expresión de la IGFBP-2 e 
IGFBP-3 y el sistema IGF, como lo es el factor inducible de hipoxia 1alfa (HIF-1α) (Fig. 
28) y de acuerdo a las redes obtenidas su regulación podría involucrar a la p53, proteína 
que ya ha sido previamente relacionada con la inducción de la expresión de la IGFBP-3 
[172]. HIF-1α activa la transcripción de genes que codifican para transportadores de 
glucosa, enzimas glicolíticas y otras proteínas involucradas en la homeostasis de O2 y 
progresión del tumor. Este FT es regulado por las concentración de O2 celular, pero 
también la insulina, IGF-I e IGF-II pueden inducir el complejo de transcripción 
HIF1α/ARNT en varios tipos celulares [173, 174]. En contraste a HIF-1α, p53 ha sido 
relacionado con la inhibición de la glicolisis a través de la activación transcripcional de la 
proteína glicolítica inhibitoria TIGAR (regulador de apoptosis y glicolisis inducida por 
TP53) que inhibe la actividad fosfofructoquinasa (PFK-2) en la célula, por lo que HIF-1α y 
p53 son consideradas proteínas con funciones antagónicas [175]. De acuerdo a los 
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análisis de los sitios de unión a factores de transcripción, se encontró para la IGFBP-2 un 
elemento de respuesta a hipoxia para heterodímeros HIF1α/ARNT e inclusive se 
detectaron dos sitios de unión para p53 (Fig. 31), suceso también observado en IGFBP-3 
donde también se identificó un sitio de unión a p53 y tres elementos de respuesta a 
hipoxia. A pesar de los hallazgos de sitios de unión a p53 en IGFBP-2 e IGFBP-3, hay 
que considerar que la línea celular PC-3 es deficiente de p53 por lo que la actividad de 
HIF-1α podría verse favorecida en este modelo. En adición, estos hallazgos vinculan la 
expresión de IGFBPs con la regulación metabólica a través de HIF-1α y su relación con 
p53. 
Por otro lado, por medio de las redes de interacción obtenidas, se encontró que IGF-I 
incrementa la actividad promotora del Runx1 [176], también conocido como factor de 
unión nuclear alfa1 (CBFα1) (Fig. 28). Runx1 regula negativamente la expresión de las 
IGFBP-3 en procesos angiogénicos y en PCa ha sido asociada a características 
adversas clínico-patológicas [177]. Hechos que sugieren una relación de runx1 en la 
regulación negativa de la IGFBP-3 por IGF-I, algo que podría ser fácilmente corroborable, 
pero el análisis de sitios de unión a factores de transcripción en regiones contiguas al 
TSS del gen de la IGFBP-3 no reveló la presencia de sitios de unión a Runx1, aunque si 
fue detectado para la IGFBP-5 (Fig. 31). Es preciso resaltar que esto no descarta la 
posibilidad de encontrar regiones de unión a Runx1 al analizar regiones que cubran una 
mayor extensión corriente arriba del TSS de la IGFBP-3. 
Las redes de interacción desarrolladas para IGFBP-4 mostraron una relación indirecta 
con PIAS2 (Fig. 29), la cual pertenece a un grupo de proteínas inhibidoras de las STAT 
activadas. PIAS2 interactúa directamente con akt1 algo que aunque no asociado aún de 
manera directa podría estar relacionado con la activación de IGF-IR por sus ligandos. Por 
otro parte, las STAT son una familia de FT que regulan varios aspectos del crecimiento, 
sobrevivencia y diferenciación celular, relacionados con la señalización del sistema IGF. 
IGF-I promueve señales a través de la vía jak/stat y a su vez esta vía se ha mostrado 
constitutivamente activada en diferentes tipos de cáncer [178]. El análisis del promotor de 
la IGFBP-4 indicó un sitio de unión para STAT (Fig. 31), hecho que relacionaría los 
aspectos mencionados anteriormente, postulando un posible papel de las STAT en la 
modulación de las acciones del IGF-I en la expresión de la IGFBP-4. Regiones de unión 
para proteínas STAT también fue encontrado para IGFBP-5 y IGFBP-6. 
La IGFBP-6 presentó una relación con la proteína gli1, la cual pertenece a la familia de 
dedos de zinc GLI (Fig. 30), que participan en la regulación de la transcripción de genes 
específicos durante el desarrollo y además son mediadores transcripcionales de la 
cascada de señalización del shh (sonic hedgedog), por tanto participan en eventos de 
proliferación y diferenciación celular. Ha sido reportado que shh activa a gli y a su vez 
regula positivamente la expresión de la IGFBP-6 en el desarrollo de la próstata en ratón 
[179]. Adicionalmente, gli2 y p53 se han visto asociados en la regulación negativa de 
IGFBP-3  [180] y se ha propuesto que shh activa MAPK/ERK y PI3k/akt en una manera 
similar a IGF-I [181], incluso en algunos modelos celulares se ha encontrado que 
aspectos de la actividad de shh en proliferación requieren señalización a través de IGF-
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IR [182]. El análisis del promotor de la IGFBP-6 identificó tres sitios de unión a la familia 
gli de dedos de zinc. Así mismo este tipo de regiones fueron identificadas  para todas las 
demás proteínas de unión a IGFs, exceptuando la IGFBP-5, hecho que llama la atención 
y que sugiere un papel de estas proteínas en la regulación de la expresión de las IGFBPs 
y la señalización mediada por el IGF-IR nunca antes relacionada y que refuerza 
nuevamente las particularidades en la regulación de la IGFBP-5. 
En términos generales estos análisis bioinformáticos permitieron identificar sitios de unión 
a FT en las secuencias adyacentes a los TSS que sugieren una correlación con los 
miembros del sistema IGF. Hechos que soportan la relación entre los receptores y 
ligandos del sistema IGF y la regulación de la expresión de IGFBPs reportados en este 
trabajo. Algunos de los FT ya habían sido previamente relacionados en la regulación de 
la expresión de algunas IGFBPs por parte de IGF-I e insulina como lo son los factores 
Fox y el HIF-1α, no obstante la identificación de regiones de unión a estas proteínas en 
las IGFBPs no habían sido reportada para ninguna de las proteínas de unión a IGFs 
hasta el momento. Adicionalmente, se identificaron regiones de unión a FT  vinculados 
con la señalización mediada por el IGF-IR que no han sido estudiados o superficialmente 
tratados en relación a las IGFBPs como los miembros de la familia STAT y Gli, y que en 
particular para este último se encuentran distribuidos en todas las IGFBPs (excepto la 
IGFBP-5) y que pueden representar mecanismos comunes de modulación en su 
transcripción. 
Finalmente, de acuerdo a lo anterior se puede notar que los factores de transcripción 
mencionados e identificados se encuentran relacionados con eventos necesarios dentro 
del proceso de malignización y sobrevivencia de células tumorogénicas, como la 
respuesta a hipoxia, angiogénesis, metabolismo de glucosa, diferenciación, entre otros. 
El estudio de las relaciones aquí propuestas permitiría profundizar en los aspectos 
relacionados no solo con la expresión de las IGFBPs sino también con procesos de 
aparición del cáncer. 
7.3. Papel del receptor del IGF-II en la expresión de las 
IGFBPs 
Como se ha observado en la línea celular PC-3 silenciada para el IGF-IIR la respuesta a 
ligandos de estas células genera una disminución casi completa en los niveles de 
IGFBPs, en general la mayor respuesta a los tratamientos fue dada por la insulina 
(exceptuando la IGFBP-5), incluso para la IGFBP-3 se observaron incrementos en los 
niveles de transcrito mostrando una mayor sensibilidad a la insulina aunque no logra 
asemejar el comportamiento de la línea sin interferencia. Es interesante notar que la 
funcionalidad del IGF-IR e IR se mantiene por lo que no debería haber un cambio tan 
drástico en el comportamiento de la expresión de IGFBPs en relación a la línea sin 
interferir, no obstante sus respuestas no correlacionan con el comportamiento normal, 
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esto implica que el IGF-IIR es vital para una respuesta celular adecuada y para la normal 
expresión de las proteínas de unión a los IGFs. Dada la relevancia fisiológica de este 
receptor y a su multifuncionalidad los posibles mecanismos por los cuales se puede 
alterar la señalización activada por los IGFs podrían ser más de uno. Por un lado, el 
papel del IGF-IIR en la captación de IGF-II extracelular para su posterior degradación 
podría influenciar en los niveles de IGF-II disponibles, esto implicaría que en ausencia del 
receptor del IGF-II la disponibilidad del factor de crecimiento podría ser mayor e 
incrementar sus acciones negativas en la expresión de las IGFBPs, considerando 
además los altos niveles de IGF-II expresados constitutivamente y el incremento dado 
por la interferencia. Por su parte, el receptor de IGF-II puede interactuar directamente con 
el receptor de uPA y este a su vez se ha visto asociado a las integrinas lo que podría 
potencialmente afectar la señalización del sistema IGF. Complejos uPAR e integrinas (en 
particular la αVβ3) han mostrado proveer la coordinación de señalización para adhesión, 
migración y crecimiento celular y recientemente en células mesangiales se ha reportado 
una interesante asociación entre uPAR, integrinas e IGF-IIR para controlar la apoptosis 
celular [183], aunque en ese trabajo no se intereso en demostrar una asociación física 
entre estos receptores si los relaciona funcionalmente, algo que llama la atención en 
relación al papel de las integrinas en la señalización del sistema IGF previamente 
mencionado [119] y reportado en este trabajo. En nuestro modelo la ausencia del IGF-IIR 
podría potencialmente afectar la señalización inducida por uPAR e integrinas y 
concomitantemente la inducidas por los IGFs afectando la modulación de la expresión de 
las IGFBPs e incluso puede que sea un factor adicional que afecte la invasión en las 
células interferidas para el IGF-IIR. En última instancia, el IGF-IIR presenta una función 
relevante en el tráfico vesicular y en el transporte bidireccional de diferentes proteínas vía 
endosomal. Estudios recientes han planteado un escenario en el que la señalización 
iniciada en la membrana se  continúa en endosomas, indicando que la internalización de 
los receptores no solo permite modular la densidad de los receptores en la superficie 
celular, sino que además genera una señalización intracelular, confiriendo mayor 
diversidad y especificidad al sistema. Moléculas de señalización como Grb2, Shc y 
ERK/MAPK, que son proteínas relevantes en la señalización celular, se han visto co-
localizadas en membranas endosomales [184, 185]. De hecho, algunos estudios 
muestran que la inhibición de la internalización del receptor de insulina, inhibe la 
fosforilación de Shc estimulada por insulina [186, 187], así como la activación de la 
proteína quinasa activada por mitogenos ERK1 y ERK2 [186]. Resultados similares se 
observaron para el receptor de IGF-I [188]. Estos estudios sugieren un papel importante 
en la internalización de receptores del sistema IGF en su señalización y adicionalmente 
representan un vínculo con los efectos observados en relación al IGF-IIR.  
7.4. Acciones de IGFs e IGFBPs en proliferación celular 
Al analizar el comportamiento proliferativo de la línea celular silenciada para el IGF-IR 
comparativamente con el de las células PC-3 normales (Fig. 5 y 6), se encontró que la 
interferencia del receptor de IGF-I mostró tasas incrementadas de proliferación, 
probablemente debidas a la disminuida sobrevivencia celular (Fig. 10A). Como se ha 
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visto, el uso de ARNs antisentido para el IGF-IR conducen a aumentados niveles de 
apoptosis espontanea [189] y la ausencia de expresión del receptor favorece los efectos 
anti-apoptoticos de la IGFBP-3 independientes de IGFs [2], de manera que la 
transfección estable obtenida puede conducir a una tasa de división celular más rápida 
como mecanismo de compensación a su sensibilidad apoptótica, lo que es congruente 
con la activación constitutiva de ERK observada en este modelo (Anexo H); esto podría 
en parte estar soportado con la reducción en la expresión del IGF-IIR en este modelo 
celular que puede conducir a mayor biodisponibilidad del IGF-II y por consiguiente a 
incrementos en sus acciones mitogénicas mediadas por el IR y/o HRs.  
Por su parte, la estimulación con el Des-(1-3) IGF-I conservó sus efectos en proliferación 
en relación a la línea sin silenciar (Fig. 5 y 10A) mientras que el IGF-I redujo esos niveles. 
Puesto que el silenciamiento del IGF-IR bajo tratamiento con IGF-I genera incrementos 
en la expresión de ARNm de todas las IGFBPs exceptuando la IGFBP-5 y -6, podría 
conducir a descensos en la biodisponibilidad del IGF-I que junto con los bajos niveles de 
expresión del IGF-IR lograría reducir la interacción del IGF-I con su receptor. No 
obstante, el Des-(1-3) IGF-I que no está sujeto al control de las BPs tiene disponibilidad 
total de interacción con los receptores presentes lo que se ve reflejado en sus efectos 
observados, indicando en primera instancia un papel fundamental de las IGFBPs en la 
regulación de la actividad promotora de proliferación del IGF-I. Por otro lado, sus efectos 
proliferativos en la línea PC-3 shIGF-IR estarían dados esencialmente vía HRs. Esto 
implica que el IGF-I no solo puede incrementar la proliferación vía IGF-IR sino que 
también podría estar actuando vía HRs. Esto va de la mano con otros estudios de 
crecimiento celular con anticuerpos monoclonales específicos que bloquean HRs y 
homodímeros IGF-IR indicando que en un tipo celular dado, el efecto mitogénico del IGF-
I ocurre predominantemente vía el tipo de receptor más abundante[44], en este caso 
HRs. Además, el uso de anticuerpos monoclonales que bloquean tanto a HRs e IGF-IR 
resultan ser agentes anti-proliferativos más potentes que un anticuerpo selectivo anti-
IGF-IR, puesto que evitan las acciones del IGF-I por una u otra vía [190]. El papel 
fisiológico de los HRs es aún incierto, debido a que su estudio es complicado por la 
variable expresión de los receptores y por inhabilidad de reconocer por medio de 
anticuerpos específicos únicamente los HRs y otras opciones experimentales 
frecuentemente alteran la funcionalidad de estos, por lo que no es claro si las vías de 
señalización  de HRs y homodímeros IGF-IR difieren en gran medida.   
El silenciamiento del IGF-IR tampoco es un impedimento para la acción del IGF-II cuyos 
altos niveles de expresión en la línea celular PC-3 [158] y su afinidad de unión tanto por 
los HRs como por el receptor de insulina permiten la conservación de sus efectos 
proliferativos. Así mismo, el silenciamiento del IGF-IIR también permitió el desarrollo de 
sus acciones. No obstante, el efecto potenciador de la co-estimulación IGF-II/RGD se vio 
notablemente disminuida tanto en proliferación como en invasión, eventos que serán 
ampliados en otro apartado posteriormente. 
En relación a la línea celular PC-3 shIGF-IIR, el silenciamiento generó incrementos en las 
tasas de proliferación lo que ha sido observado también en otros modelos celulares. 
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Trabajos anteriores han mostrado que el sobre-crecimiento fetal y elevados niveles de 
IGF-II circulantes son debidos principalmente a anormalidades en ratones deficientes de 
IGF-IIR [191]. Adicionalmente en células de cáncer de seno y en coreocarcinoma se ha 
reportado que la disminución en la expresión del receptor del IGF-II incrementa la 
proliferación celular [192, 193] y estos incrementos se han asociado a la mayor 
biodisponibilidad del IGF-II, suceso que podría presentarse en esta línea celular teniendo 
en consideración los altos niveles que expresa constitutivamente y la sobre-expresión del 
IGF-II e IR que genera la interferencia. Sin embargo, la funcionalidad de este receptor 
debe ser considerada con precaución ya que otro estudio indica que también 
sobreexpresión del IGF-IIR resulta en una incrementada tasa de proliferación celular en 
células LNCaP y PC-3 [194, 195].  
7.5. Acciones de IGFs e IGFBPs en invasión celular 
En relación a la invasión en las células PC-3 se encontró de manera interesante que el 
IGF-I promueve la invasión celular y el Des-(1-3) IGF-I la reduce (Fig. 11A), hechos 
soportados en gran medida por la inducción de la expresión de ARNm de MMP-2 y uPA 
por parte del IGF-I y la disminución por parte del análogo (Fig. 12A y B). Reportes previos 
indican que el bloqueo del IGF-IR conlleva a la supresión de la expresión de la MMP-2 y 
a aumentos de la IGFBP-3 [189] sucesos claramente observados en la zimografía de los 
medios condicionados (Fig. 13 y 14) y en la determinación de los niveles de expresión de 
IGFBP-3 para la línea PC-3 shIGF-IR (Fig. 20). Otros autores han encontrado que el IGF-
I en bajas dosis puede sobre-regular la síntesis de MMP-2 vía PI3k/Akt/mTOR y 
concomitantemente transmitir una señal regulatoria negativa vía Raf/ERK en altas dosis, 
es decir que la activación del IGF-IR puede en última instancia depender de la 
biodisponibilidad del ligando para desplazar el balance preferencialmente hacia una u 
otra vía [157], algo que evidentemente involucra a las proteínas de unión a los IGFs. En 
nuestro modelo, el IGF-I disminuye la expresión de todas las IGFBPs (exceptuando la 
IGFBP-1) lo que conllevaría a una mayor biodisponibilidad del IGF-I evidenciado en una 
mayor invasión, asi mismo el incremento en expresión de todas las IGFBPs 
(exceptuando la IGFBP-5) por parte del Des-(1-3) IGF-I conduciría a una menor 
disponibilidad del IGF-I para ejercer sus efectos, pero dado que el análogo no está sujeto 
al control de las proteínas de unión, tendría biodisponibilidad total y podría generar una 
mayor potencia en la señal y por tanto disminuir la expresión de la MMP-2 
evidenciándose en descensos en el índice de invasión (Fig.12A y 11A). Sin embargo, es 
preciso resaltar que este no es el único mecanismo por el cual podrían intervenir las 
IGFBPs, como se ha visto en trabajos previos la IGFBP-1, -2, -3 y -5 pueden tanto 
potenciar como inhibir las acciones de los IGFs, dependiendo del tipo celular y 
condiciones experimentales [196]. Notablemente, IGFBP-3 e IGFBP-5 pueden interactuar 
con la matriz extracelular, suceso que está relacionado con la modulación positiva de las 
acciones de los IGFs. La formación de un complejo ternario IGF-I, IGFBP y proteínas de 
la MEC es necesario para el reclutamiento hacia la superficie celular y la liberación 
gradual del factor de crecimiento a su receptor para potenciar las señales promotoras de 
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migración e invasión ejercidas por el IGF-I [73, 197]. Es decir, que la interacción del IGF-I 
con las IGFBPs que interactúan con la MEC podría estar potenciando sus efectos en 
invasión, no obstante los niveles de ARNm determinados para las IGFBP-3 e IGFBP-5 no 
presentan el suficiente soporte para reafirmar esta premisa, puesto que en especial para 
la IGFBP-5 sus niveles de expresión en ARNm no correlacionan con los niveles de 
proteína secretados bajo estimulo con IGF-I en varios modelos celulares [160], sin 
embargo si es posible atribuirle un papel clave a las IGFBPs para potenciar los efectos 
invasivos del IGF-I en PCa.   
La disminución en los niveles de invasión de la línea PC-3 shIGF-IR reafirma la 
importancia del receptor del IGF-I en este aspecto biológico como ha sido descrito en 
gran cantidad de trabajos [189, 198, 199], lo cual se encuentra relacionado con una 
importante disminución en la actividad de las gelatinasas expresadas por esta línea 
celular. En adición a esta afirmación, se encuentra en este modelo celular incrementos 
de las IGFBPs (exceptuando la IGFBP-5) al estimular con los diferentes ligandos del 
sistema IGF que estarían disminuyendo la biodisponibilidad y actividad de los IGFs 
exógenos y endógenos lo cual podría dificultar el acceso a sus receptores y por tanto sus 
actividades invasivas, algo que hasta el momento no había sido relacionado. Efectos 
inhibitorios de diferentes BPs han sido observados extensamente en varios modelos 
celulares, un ejemplo de esto es la IGFBP-1 que ha sido ampliamente estudiada en 
interacciones paracrinas durante el embarazo, indicando  que la IGFBP-1 secretada por 
la decidua materna inhibe la invasividad del trofoblasto placental, tanto de manera 
dependiente como independiente de IGFs [200, 201]. Suplementariamente, co-
tratamiento de IGFBP-3 e IGF-I causa inhibición de los efectos mediados por el IGF-I por 
secuestro de alta afinidad de este factor por parte de la IGFBP-3 presumiblemente 
impidiendo la interacción con el IGF-IR y su posterior activación [202], entre muchos 
otros reportes que soportan un papel inhibitorio para las diferentes BPs [74]. Estos 
resultados indican que el bloqueo o silenciamiento del receptor de IGF-I puede generar 
incrementos en la expresión de las IGFBPs dependiendo del estado en que se encuentre 
el sistema y a su vez que estos incrementos podrían tener parte en la inhibición de los 
efectos de los IGFs observados en esta clase de modelos. 
La invasión es un proceso relevante en la malignización celular que involucra la 
coordinación de señales de motilidad y remodelación del entorno extracelular. En nuestro 
modelo la falta de habilidades invasivas en las células silenciadas para el IGF-IIR sugiere 
un importante papel de este receptor en el control de esta característica. De acuerdo a 
las zimografías obtenidas para esta línea celular, la importante actividad de la MMP-2 
representa un indicio de que la ausencia del IGF-IIR puede afectar la invasión celular por 
desregulación de procesos migratorios y no necesariamente de degradación de proteínas 
de la matriz extracelular, aunque es preciso corroborar esta hipótesis con otras 
estrategias experimentales. Complementariamente a los mecanismos mencionados en 
apartados anteriores, es preciso considerar la importancia de la relación del IGF-IIR y el 
sistema uPA/uPAR que lo vincula con funciones de motilidad celular y degradación de la 
matriz extracelular. El receptor del activador de plasminógeno tipo-uroquinasa tiene un 
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importante rol en la regulación de la motilidad en muchos tipos celulares, lo que es 
parcialmente debido a la actividad proteolítica de uPA, pero varios estudios sugieren que 
uPAR también está involucrado en el control de la motilidad por otros mecanismos como 
transducción de señales  y asociación con integrinas u otras moléculas 
transmembranales (entre ellas el IGF-IIR) [203]. Consistentemente, la asociación de 
uPAR con integrinas ha sido ampliamente reconocida y se ha encontrado que la unión de 
uPA promueve su localización a estructuras de adhesión focal donde también se ha 
demostrado que interactúa física e intracelularmente con integrinas. La correlación entre 
incrementada co-precipitación y la activación de FAK, p130Cas y ERK [204], señales 
normalmente activadas por integrinas, han permitido proponer que las integrinas median 
la señalización de uPAR, los mecanismos propuestos involucran una co-localización en 
balsas lipídicas, algo que estaría en concordancia con los mecanismos mencionados. 
Otra de las principales relaciones de sistema y el IGF-IIR en invasión celular, radica en la 
activación del plasminógeno por el sistema uPA/uPAR que también conduce a la 
conversión del TGF-β1 latente a activo, un evento crucial en la características invasivas 
del cáncer [40]. Clínicamente el TGF-β es involucrado en varios aspectos de la 
carcinogénesis. Al inicio de la formación de un tumor frecuentemente inhibe la 
proliferación de las células de cáncer, pero con el transcurso de la progresión, el TGF-β y  
sus receptores aumentan motilidad y metástasis de células tumorales, lo cual ha sido 
descrito para PCa [205, 206]. En varias líneas de carcinoma de próstata en rata se ha 
detectado una correlación entre incrementada expresión del TGF-β por las células 
cancerosas e incrementada agresividad del tumor [207, 208] y en PC-3 el TGF-β1 actúa 
como inductor de la expresión de MMPs [205] e incrementa migración e invasión en esta 
línea [209]. De acuerdo a los resultados de este trabajo es plausible pensar que el 
silenciamiento del IGF-IIR podría conducir a una disminución en la activación del TGF-β1 
y generar alteraciones en la localización y actividad del receptor de uPA y por tanto en 
los efectos invasivos y migratorios promovidos por estos. Sin embargo, es preciso 
corroborar el estado del TGF-β y actividad de uPAR para soportar esta hipótesis. Aunque 
los resultados obtenidos presentan efectos biológicos opuestos a los reportados en 
células endoteliales de venas umbilicales humanas (HUVCs) [210], en próstata este tipo 
de análisis no han sido desarrollados hasta el momento. En última instancia, las inter-
relaciones establecidas por el receptor de IGF-II con otros importantes como motilidad e 
invasión celular son reflejadas en ausencia de esta vital proteína. 
7.6. Relación de las integrinas con el sistema IGF 
La estrategia empleada para el estudio de la interacción entre el sistema IGF e integrinas 
permitió aportar información valiosa de los mecanismos moleculares relacionados con 
invasividad  y el papel potencial de las IGFBPs. Teniendo en cuenta los antecedentes, se 
observó que el silenciamiento del IGF-IR redujo significativamente el efecto potenciador 
de la co-estimulación IGF-II/RGD tanto en proliferación como en invasión, implicando al 
IGF-IR en la señalización cruzada con integrinas para mediar las acciones ejercidas por 
el IGF-II y el péptido RGD. Previamente ha sido descrito para diversos tipos celulares, 
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incluyendo próstata [123], que la migración e invasión inducida por el IGF-I requiere de la 
intervención de la integrina αVβ3, pero por primera vez se señala un papel análogo para 
el IGF-II que no solo está presente en invasión sino también en el crecimiento celular, 
que es especifico de la integrina αVβ3 y excluye su posible unión con el receptor de 
insulina (Fig. 7 y 8). Adicionalmente, la deleción de la acción potenciadora IGF-II/RGD en 
proliferación e invasión en las células interferidas para el IGF-IIR, también sugiere un 
papel de este receptor en la interacción con integrinas, que podría intervenir en los 
efectos observados de manera directa por medio de una señalización propia o por 
interacción espacial con la integrina o indirecta dadas sus importantes características 
funcionales.  
Hasta el momento los mecanismos por los cuales se da este crosstalk han sugerido por 
un lado que la activación de la integrina αVβ3 conlleva a la interacción de FAK con el 
IGF-IR  para modular sus acciones [115] y por otro que es necesaria la estimulación del 
IGF-I a su receptor y de diferentes componentes de la MEC a la integrina αVβ3 para 
poder mantener una señal sostenida, gracias al reclutamiento a membrana de la SHP2, 
una fosfatasa que estaría regulando el estado de fosforilación del IGF-IR [115, 119]. No 
obstante y complementando los novedosos hallazgos mencionados, los perfiles de 
expresión de las IGFBPs brindaron valiosa información adicional de los mecanismos por 
lo que opera la interacción integrina αVβ3 y el sistema IGF en cáncer de próstata. En 
general, se encontró que las células PC-3 disminuyen los niveles de transcritos de 
IGFBPs bajo tratamiento con IGF-II y/o el péptido de activación de integrinas RGD (Fig. 
24), algo que por primera vez vincula a las integrinas en la modulación de las acciones 
de los IGFs regulando su biodisponibilidad. Incluso para las IGFBP-1, -2, -4 y -5 los 
mayores descensos se observan en el co-tratamiento IGF-II/RGD lo que podría 
favorecen la potencia de la señal acentuando los efectos proliferativos e invasivos del 
IGF-II. Interesantemente, la interferencia del IGF-IR condujo a un incremento en la 
expresión de IGFBPs bajo estimulación con IGF-II o RGD, mientras que la co-
estimulación IGF-II/RGD noa alteró los niveles de las IGFBP-2, -3 y -4  y redujo los de las 
IGFBP-1, -5 y -6. Indicando que de manera individual el IGF-II o el RGD pueden por un 
mecanismo dependiente del IGF-IR regular negativamente la expresión de las BPs, pero 
de manera conjunta puede que la potencia de la señal sea mayor y por tanto se conserve 
el efecto negativo de su regulación en las células interferidas para el IGF-IR, 
posiblemente vía HRs. Estos resultados implican que bajo condiciones normales el IGF-II 
y RGD estarían regulando sus propios efectos aumentando la biodisponibilidad del IGF-II 
por medio de su intervención negativa en la expresión de las IGFBPs. 
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8. Conclusiones y recomendaciones 
8.1 Conclusiones 
Se demostró la presencia de un mecanismo de regulación de las IGFBPs para modular 
positiva o negativamente los niveles de transcripción de estas, que involucra a los 
receptores IGF-IR, IR y HRs, así como de sus ligandos IGF-I, IGF-II e insulina, donde la 
biodisponibilidad de los IGFs y expresión de sus receptores resulta ser un factor 
determinante en esta modulación. 
 
Se encontró que el IGF-I regula negativamente la expresión de las IGFBPs por un 
mecanismo que involucra su propio receptor lo cual se soporta en los resultados 
obtenidos para el modelo silenciado para el IGF-IR que muestra comportamientos 
opuestos, excepto la IGFBP-1 y -5. IGF-II consistentemente desempeña una regulación 
negativa de la expresión de todas las IGFBPs en PCa, exceptuando la IGFBP-6, y este 
papel puede tornarse positivo en ausencia  del IGF-IR sugiriendo una posible 
intervención de los receptores IR e HRs. A su vez la insulina presentó un rol 
esencialmente promotor de la expresión de las IGFBPs por activación de su propio 
receptor. 
 
Las similitudes existentes entre las diferentes IGFBPs reflejan indirectamente sus 
relaciones evolutivas compartiendo elementos regulatorios entre sí, sin embargo cada 
una presenta sus propias particularidades manifestando que su divergencia ha conducido 
a la aparición de factores adicionales que influencian su expresión, como fue observado y 
soportado por los análisis bioinformático de sus receptores. 
 
Se identificó al IGF-IR como un receptor con un importante papel en el control negativo 
de la expresión de las IGFBPs aunque aún no es claro los mecanismos implicados. 
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Se estableció que el IGF-IIR puede afectar procesos relevantes en la biología del cáncer 
como la invasión y proliferación celular y es vital para una respuesta celular adecuada y 
para la normal expresión de las proteínas de unión a los IGFs por mecanismos aun no 
esclarecidos pero que parecen involucrar su multifuncionalidad. 
 
Se identificó a las integrinas como nuevos actores en la modulación de las IGFBPs lo que 
las relaciona a un nivel diferente en la interacción con el IGF-IR, también demostrada en 
este estudio. Adicionalmente esta nueva función podría estar influenciando la activación 
del IGF-IR lo que estaría relacionado con procesos importantes en la malignización 
celular, como proliferación e invasión. 
 
Con este estudio finalmente se concluye que el IGF-II vía IGF-IR puede también puede 
generar una señalización cruzada con la integrina αVβ3 que conduce a incrementos 
significativos en proliferación e invasión. 
8.2 Recomendaciones 
Establecer los niveles de IGFBPs secretadas y determinar su correlación con los datos 
obtenidos en expresión de sus transcritos para cada uno de los casos. 
 
Explorar las vías de señalización y factores de transcripción activados por los receptores 
del sistema IGF e integrinas que participan en la modulación de la expresión de las 
IGFBPs, así como la dualidad de los mismos para ejercer una respuesta positiva o 
negativa. 
 
Determinar los mecanismos que conducen al control negativo en la expresión de las 
IGFBPs relacionado con el IGF-IR. 
 
Estudiar el papel de proteínas Fox, HIF-1α y gli en la regulación de la expresión de las 
IGFBPs mediada por los IGFs e insulina. 
 
La intervención del IGF-IIR en procesos clave de invasión, proliferación y expresión de 
miembros del sistema IGF en PCa, constituye un interesante eje de investigación para 
continuar elucidando los mecanismos por los cuales este receptor afecta tan 
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drásticamente estos procesos, especialmente invasión cuyo control resulta crucial en 
procesos metastásicos. 
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A. Anexo: Curva de disociación 
Representativa 
Curva de disociación representativa realizada para β-actina en un gradiente de 
temperatura creciente de 56⁰C a 95⁰C después de la PCR que permitió monitorear la 
cinética de disociación de los fragmentos amplificados, por medio del cual se identifico la 
especificidad de los amplificados, descartando posibles dímeros, contaminación del ADN 
o productos inespecíficos. Esto fue realizado en cada corrida para cada gen y para cada 
una de las muestras analizadas.  
 
 
 

  
 
B. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
1 
Familia 
Matrix 
Informació
n detallada 
de la 
familia 
Sitio 
de 
inici
o 
Sitio de 
terminació
n 
Hebra Matrix 
sim. 
Evidencia 
V$FKH
D 
Fork head 
domain 
factors 
-297 -281 - 0,854 IGFBP1  is regulated 
by V$FKHD (TF: 
FOXO1) 
IGFBP1  is cocited with 
V$FKHD (TF: 
FOXA2,FOXO1,FOXO
3) 
V$FKH
D 
Fork head 
domain 
factors 
-156 -140 - 0,829 IGFBP1  is regulated 
by V$FKHD (TF: 
FOXO1) 
IGFBP1  is cocited with 
V$FKHD (TF: 
FOXA2,FOXO1,FOXO
3) 
V$FKH
D 
Fork head 
domain 
factors 
16 32 - 0,845 IGFBP1  is regulated 
by V$FKHD (TF: 
FOXO1) 
IGFBP1  is cocited with 
V$FKHD (TF: 
FOXA2,FOXO1,FOXO
3) 
V$SMA
D 
Vertebrate 
SMAD 
family of 
316 324 + 0,995 part of model match of 
LEFF_SMAD_02 
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transcriptio
n factors 
V$GLIF GLI zinc 
finger family
-273 -259 - 0,967 IGFBP1  is cocited with 
V$GLIF (TF: GLI3) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the 
four hox 
clusters A, 
B, C, D 
-196 -178 - 0,891 IGFBP1  is cocited with 
V$HOXF (TF: HOXA5) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the 
four hox 
clusters A, 
B, C, D 
-193 -175 + 0,866 IGFBP1  is cocited with 
V$HOXF (TF: HOXA5) 
 
  
 
C. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
2 
Familia 
Matrix 
Información 
detallada 
de la 
familia 
Sitio 
de 
inicio 
Sitio de 
terminación
Hebra Matrix 
sim. 
Evidencia 
V$AP1F AP1, 
Activating 
protein 1 
-349 -339 + 0,906 IGFBP2  is cocited 
with V$AP1F (TF: 
FOS,JUN) 
V$FKHD Fork head 
domain 
factors 
-236 -220 + 0,987 IGFBP2  is cocited 
with V$FKHD (TF: 
FOXC2) 
V$FKHD Fork head 
domain 
factors 
-160 -144 - 0,999 IGFBP2  is cocited 
with V$FKHD (TF: 
FOXC2) 
V$FKHD Fork head 
domain 
factors 
14 30 - 0,989 IGFBP2  is cocited 
with V$FKHD (TF: 
FOXC2) 
V$HIFF Hypoxia 
inducible 
factor, 
bHLH/PAS 
protein 
family 
-27 -11 + 0,966 IGFBP2  is cocited 
with V$HIFF (TF: 
ARNTL2,EPAS1) 
V$P53F p53 tumor 
suppressor 
-95 -73 + 0,824 IGFBP2  is cocited 
with V$P53F (TF: 
TP53) 
V$P53F p53 tumor -94 -72 - 0,819 IGFBP2  is cocited 
with V$P53F (TF: 
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suppressor TP53) 
part of model 
match of 
P53F_SP1F_01 
V$P53F p53 tumor 
suppressor 
-23 -1 - 0,945 IGFBP2  is cocited 
with V$P53F (TF: 
TP53) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-231 -217 + 0,92  
V$HOXF Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
hox clusters 
A, B, C, D 
77 95 + 0,943  
 
  
 
D. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
3 
Familia 
Matrix 
Información 
detallada de 
la familia 
Sitio 
de 
inici
o 
Posición 
de 
terminació
n 
Hebra Matrix 
sim. 
Evidencia 
V$HIFF Hypoxia 
inducible 
factor, 
bHLH/PAS 
protein 
family 
231 247 + 0,85 IGFBP3  is regulated 
by V$HIFF (TF: 
HIF1A) 
IGFBP3  is cocited 
with V$HIFF (TF: 
HIF1A,NPAS2) 
V$HIFF Hypoxia 
inducible 
factor, 
bHLH/PAS 
protein 
family 
338 354 + 0,971 IGFBP3  is regulated 
by V$HIFF (TF: 
HIF1A) 
IGFBP3  is cocited 
with V$HIFF (TF: 
HIF1A,NPAS2) 
V$HIFF Hypoxia 
inducible 
factor, 
bHLH/PAS 
protein 
family 
339 355 - 0,896 IGFBP3  is regulated 
by V$HIFF (TF: 
HIF1A) 
IGFBP3  is cocited 
with V$HIFF (TF: 
HIF1A,NPAS2) 
V$P53F p53 tumor 
suppressor 
-69 -47 + 0,915 IGFBP3  is regulated 
by V$P53F (TF: 
TP53) 
IGFBP3  is cocited 
with V$P53F (TF: 
TP53,TP63) 
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V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-47 -33 + 0,906 IGFBP3  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1,GLI2) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-331 -317 - 0,914 IGFBP3  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1,GLI2) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-294 -280 - 0,914 IGFBP3  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1,GLI2) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-268 -254 - 0,902 IGFBP3  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1,GLI2) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-99 -85 + 0,888 IGFBP3  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1,GLI2) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
hox clusters 
A, B, C, D 
-472 -454 - 0,821 IGFBP3  is cocited 
with V$HOXF (TF: 
HOXC6,HOXD1) 
 
  
 
E. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
4 
Familia 
Matrix 
Informació
n detallada 
de la 
familia 
Sitio 
de 
inicio
Sitio de 
terminació
n 
Hebr
a 
Matrix 
sim. 
Evidencia 
V$FKHD Fork head 
domain 
factors 
-671 -655 + 0,999 IGFBP4  is cocited 
with V$FKHD (TF: 
FOXF2,FOXM1) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-592 -578 - 0,896  
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
519 533 + 0,912  
V$HIFF Hypoxia 
inducible 
factor, 
bHLH/PAS 
protein 
family 
426 442 + 0,934  
V$HOXF Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
hox clusters 
A, B, C, D 
-687 -669 + 0,981 IGFBP4  is cocited 
with V$HOXF (TF: 
HOXB5) 
V$P53F p53 tumor 
suppressor 
55 77 + 0,755 IGFBP4  is cocited 
with V$P53F (TF: 
TP53) 
V$SMA Vertebrate 
SMAD 
-294 -286 - 0,969  
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D family of 
transcription 
factors 
V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-388 -370 - 0,962 IGFBP4  is cocited 
with V$STAT (TF: 
STAT3) 
V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-386 -368 + 0,89 IGFBP4  is cocited 
with V$STAT (TF: 
STAT3) 
part of model match 
of STAT_STAT_02 
 
  
 
F. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
5 
Familia 
Matrix 
Informació
n detallada 
de la 
familia 
Sitio 
de 
inicio
Sitio de 
terminació
n 
Hebr
a 
Matri
x sim.
Evidencia 
V$FKH
D 
Fork head 
domain 
factors 
-385 -369 + 0,94 IGFBP5  is cocited with 
V$FKHD (TF: FOXO3) 
V$FKH
D 
Fork head 
domain 
factors 
-293 -277 + 0,851 IGFBP5  is cocited with 
V$FKHD (TF: FOXO3) 
V$HAM
L 
Human 
acute 
myelogenou
s leukemia 
factors 
-306 -292 + 0,87 IGFBP5  is cocited with 
V$HAML (TF: RUNX1) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
hox clusters 
A, B, C, D 
-321 -303 - 0,85 IGFBP5  is cocited with 
V$HOXF (TF: HOXD8) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
hox clusters 
A, B, C, D 
-318 -300 + 0,871 IGFBP5  is cocited with 
V$HOXF (TF: HOXD8) 
V$HOX
F 
Paralog hox 
genes 1-8 
from the four 
-168 -150 + 0,854 IGFBP5  is cocited with 
V$HOXF (TF: HOXD8) 
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hox clusters 
A, B, C, D 
V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-193 -175 - 0,915 IGFBP5  is cocited with 
V$STAT (TF: 
STAT1,STAT3,STAT5
A) 
 
  
 
G. Anexo: Análisis de los sitios de 
unión a FT en el promotor de IGFBP-
6 
Familia 
Matrix 
Información 
detallada 
de la 
familia 
Sitio 
de 
inicio 
Sitio de 
terminación
Hebra Matrix 
sim. 
Evidencia 
V$FKHD Fork head 
domain 
factors 
-176 -160 + 0,99  
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-123 -109 - 0,861 IGFBP6  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
-66 -52 + 0,911 IGFBP6  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1) 
V$GLIF GLI zinc 
finger family 
66 80 + 0,995 IGFBP6  is cocited 
with V$GLIF (TF: 
GLI1) 
V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-217 -199 - 0,95 IGFBP6  is cocited 
with V$STAT (TF: 
STAT1) 
part of model match 
of STAT_ETSF_03 
V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-216 -198 + 0,953 IGFBP6  is cocited 
with V$STAT (TF: 
STAT1) 
part of model match 
of STAT_ETSF_03 
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V$STAT Signal 
transducer 
and 
activator of 
transcription 
-95 -77 + 0,905 IGFBP6  is cocited 
with V$STAT (TF: 
STAT1) 
 
  
 
H. Anexo: Activación de ERK 1/2 en 
la línea celular PC-3 bajo co-
tratamiento IGF-II/RGD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Activación de Erk1/2. La línea celular PC3 normal (A) interferida para el IGF-IR (B) o 
para el IGF-IIR (C) fue estimulada por 15 minutos con IGF-II (10nM) y/o RGD (0.0018 
ug/ul), la proteína fue extraída y sometida a inmunoblotting. La fosforilación de Erk1/2 es 
expresada como veces incrementada sobre el nivel basal en células no estimuladas.
B 
C 
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